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resumo 
 
 
O presente trabalho teve como objectivos principais, em animais suspensos 
pela cauda: (i) estudar a resposta atrófica do músculo esquelético durante uma 
semana de hipogravidade simulada; (ii) avaliar as manifestações bioquímicas e 
estruturais de morte celular e de proteólise nos músculos atróficos; (iii) estudar 
a contribuição temporal destes mecanismos durante uma semana de 
suspensão do animal; (iv) analisar a influência do padrão fenotípico muscular 
na resposta atrófica, e (v) avaliar a contribuição dos diferentes tipos de células 
do tecido muscular esquelético ao longo de uma semana de suspensão. Para 
alcançar estes objectivos, sete grupos de ratinhos Charles River CD1 machos 
(n=30 por cada grupo) foram considerados de acordo com o período de 
suspensão do animal: 0 (grupo controlo), 6, 12, 24, 48, 72 horas e uma 
semana. Quarenta e oito horas antes do sacrifício, 10 animais de cada grupo 
foram injectados com BrdU enquanto que os restantes 20 ratinhos foram 
injectados com uma solução salina. Uma vez finalizado o respectivo tempo de 
suspensão, os músculos soleus e gastrocnemius foram removidos e tratados 
de acordo com os parâmetros bioquímicos (expressão de isoformas MLC, 
marcadores apoptóticos, autolíticos, inflamatórios, proteolíticos e de 
proliferação celular) e os índices morfológicos (morfometria, ultraestrutura e 
imunohistoquímica) a serem analisados. Os resultados confirmam o impacto 
negativo que a remoção de carga exerce na massa muscular e na área 
transversal das fibras dos músculos soleus e gastrocnemius. Nas condições 
experimentais estudadas observou-se, no gastrocnemius, uma progressiva 
expressão fenotípica característica das fibras de contracção rápida. A 
activação de estratégias celulares e moleculares específicas, nomeadamente 
dos mecanismos de morte celular e de proteólise, acompanharam estas 
alterações do sistema contráctil. A apoptose e a necrose parecem constituir os 
mecanismos subjacentes à eliminação  de mionúcleos e dos seus domínios 
das fibras atróficas. Vários sistemas proteolíticos parecem intervir na 
degradação de proteínas musculares constatada nas condições experimentais 
estudadas, nomeadamente o sistema lisossómico, as proteases neutras 
activadas pelo cálcio e o sistema da ubiquitina-proteassoma. A activação 
destes processos celulares foi contrabalançada por uma actividade celular 
proliferativa (células satélite, células intersticiais endoteliais e não endoteliais) , 
avaliada pela incorporação de BrdU, o que sugere o envolvimento de 
mecanismos reguladores entre os processos anabólicos e catabólicos, na 
resposta atrófica. Os dados bioquímicos e morfológicos suportam a hipótese 
que defende o envolvimento de vários mecanismos celulares no 
desenvolvimento da atrofia muscular esquelética, embora com contribuições 
temporais distintas e dependente do fenótipo muscular. Os resultados não 
suportam a existência de um padrão comum de atrofia em diferentes músculos 
submetidos às mesmas condições de hipogravidade simulada. 
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abstract 
 
The main purposes of the present work were to study, in tail suspended mice: 
(i) the skeletal muscle atrophic response during one week of simulated 
hypogravity; (ii) the biochemical and structural evidences of cell death and 
proteolysis in atrophic muscles; (iii) the temporal contribution of these 
mechanisms during one week; (iv) the influence of the muscular phenotypic 
pattern in the atrophic response, and (v) the proliferative contribution of the 
different cell types within skeletal muscle through one week of hindlimb 
suspension. To reach these objectives, seven groups of male Charles River 
CD1 mice (n=30 per group) were assigned attending to the hindlimb 
suspension period: control, 6, 12, 24, 48, 72 hours and one week. Forty-eight 
hours before sacrifice, 10 animals from each group were injected with BrdU 
while the remained 20 mice were treated with a saline solution. Immediately 
after the suspension period, the soleus and gastrocnemius muscles were 
removed and treated in order to assess biochemical parameters (myosin light 
chain isoforms expression, apoptotic, autolytic, inflammatory, proteolytic and 
proliferative markers) and morphological indices (morphometry, ultrastruture 
and imunohistochemistry). The results confirmed that the removing of weight 
bearing had a negative impact on muscle mass and on cross sectional area in 
both soleus and gastrocnemius muscles. Moreover, the experimental 
conditions produced evidence for a shift towards expression of fast myosin light 
chain isoforms in gastrocnemius. This so-called speeding of the contractile 
apparatus was accompanied by the activation of specific cellular and molecular 
strategies, being outstanding cell death and proteolytic mechanisms. Both 
apoptosis and necrosis are probably the underlying mechanisms responsible 
for the elimination of nuclei and its domain from atrophying fibers. Likewise, 
several proteolytic systems seem to contribute to the observed simulated 
microgravity-induced degradation of muscle proteins, namely lysosome system, 
calcium-activated proteases and the ubiquitin-proteasome system. The 
activation of these cellular events was balanced by proliferative activity 
(satellite cells, interstitial endothelial and non-endothelial cells), evaluated by 
BrdU incorporation, which strongly suggests the existence of a regulatory 
response between anabolic and catabolic events in unloading-induced skeletal 
muscle atrophy. The biochemical and morphological data were consistent with 
the hypothesis that several cellular mechanisms participate in the development 
of skeletal muscle atrophy, though with different temporal contributions and 
reliant on muscle phenotype. Results do not support the existence of a 
common pattern of atrophy in different skeletal muscles submitted to simulated 
hypogravity.  
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O músculo esquelético pode ser visto como uma estrutura dinâmica, com elevada 
plasticidade capaz de alterar as suas características funcionais, morfológicas e 
metabólicas em função das exigências funcionais [9, 220, 252]. Estas propriedades são 
condicionadas pela actividade proprioceptiva, pela enervação motora, pela carga 
mecânica, pela realização de ciclos de estiramento/encurtamento e pela mobilidade das 
articulações [19]. A versatilidade desta resposta parece ser um importante atributo deste 
tecido pois permite um desenho económico capaz de responder a determinados 
estímulos impostos pelo padrão de recrutamento muscular e pelo meio no qual está 
enquadrado [19, 92]. Este fenómeno de plasticidade é observado em todas as espécies 
de vertebrados, existindo, no entanto, uma grande variabilidade de respostas e de grau 
de adaptação muscular entre as espécies e entre os diferentes sistemas funcionais do 
tecido muscular [92].  
Reduções sustentadas de actividade neuromuscular, independentemente do estímulo 
subjacente, culminam na atrofia muscular esquelética [123]. Este processo adaptativo 
está associado a numerosas patologias tais como o cancro, sepsis, uremia, diabetes 
entre outras, mas também pode ocorrer na ausência de doença aparente, tais como em  
condições de inactividade, envelhecimento e de exposição à microgravidade, por 
exemplo durante o voo espacial [22, 140, 207, 261]. Este fenómeno assume igualmente 
um plano de destaque no desporto, particularmente no alto rendimento. A redução 
acentuada de carga mecânica do tecido muscular esquelético de atletas, imediatamente 
após e no período subsequente à ocorrência de lesão incapacitante ou limitadora da 
actividade muscular, constitui um contexto em que o processo atrófico se insere de forma 
aplicada e pertinente. Deste modo, a redução da funcionalidade do músculo esquelético 
contribui para a morbilidade característica das patologias às quais se encontra associada 
[48, 118], pelo que não só tem um impacto negativo na qualidade de vida mas também 
está associado a uma reduzida esperança de vida [69, 90]. De facto, o processo atrófico 
tem sido consideravelmente investigado, embora permaneça ainda pouco compreendido 
nomeadamente no que se refere aos mecanismos celulares e moleculares subjacentes 
[59]. Assim, um conhecimento detalhado das alterações estruturais e funcionais que 
ocorrem nos músculos aquando da remoção aguda e crónica de carga mecânica, bem 
como a compreensão das vias sinalizadoras envolvidas na progressão desta entidade 
anatomopatológica não terá apenas interesse científico mas também poderá ser de 
extrema utilidade na planificação de medidas preventivas, na definição de protocolos de 
reabilitação e no tratamento da atrofia muscular esquelética [48, 64, 207].  
Independentemente do factor iniciador desta fisiopatologia, o processo atrófico é 
altamente ordenado e regulado com inúmeras alterações bioquímicas, metabólicas e 
estruturais que se repercutem na funcionalidade dos músculos afectados. Assim, nestes 
músculos observa-se um menor teor proteico, do diâmetro da fibra, da produção de força 
e da resistência à fadiga [59, 100, 140]. 
No contexto da adaptação muscular em condições atróficas, a fibra e o seu meio 
envolvente parecem conspirar [92]. A plasticidade muscular observada nesta 
fisiopatologia envolve uma resposta integrada da fibra, condicionada pela sua 
citoarquitectura e composição [54, 92], bem como das estruturas que lhe estão 
associadas, tais como nervos, capilares e fibroblastos [16, 268]. Vários processos 
celulares, a ocorrer em sequência ou em paralelo no músculo esquelético, têm sido 
apontados como primordiais no desenvolvimento e progressão da atrofia, salientando-se 
o aumento da degradação proteica, a diminuição da expressão genética culminando no 
desequilíbrio do teor proteico muscular, a perda de mionúcleos por processos de morte 
celular e a aparente incapacidade das células satélite em contrabalançar a diminuição do 
tamanho da fibra e do número de mionúcleos por fibra [22, 106, 140, 143]. 
 
Uma das perspectivas bastante defendida na literatura simplifica o fenómeno atrófico 
explicando-o com base no desequilíbrio entre as vias anabólicas e catabólicas que 
acompanha a deterioração muscular [100, 120]. A resultante desproporção proteica 
culminará numa perda rápida e significativa de massa muscular, uma vez que 80% das 
proteínas do músculo esquelético são proteínas miofibrilares [36, 90, 100, 121, 183, 275]. 
O mecanismo primário intrínseco ao declínio proteico induzido por ausência de carga 
parece ser a diminuição da síntese proteica que, segundo estudos moleculares, pode ser 
atribuída a processos multifactoriais que afectam a regulação da transcrição genética e a 
velocidade de tradução [90, 120]. As evidências indicam que a rápida redução na 
quantidade de proteína e de massa muscular pode ser atribuída a processos pré-
traducionais, traducionais e, possivelmente, pós-traducionais [120]. Adicionalmente aos 
acontecimentos que exercem um impacto negativo na capacidade do músculo em 
sintetizar proteína, também os vários sistemas proteolíticos existentes neste tecido 
intervêm, de forma diferente, na resposta atrófica [100, 120, 207, 261]. Os sinais 
catabólicos ligados a este processo adaptativo induzem, frequentemente, a activação de 
sistemas tão complexos como o da ubiquitina – proteassoma [208]. O envolvimento desta 
via proteolítica está bem estabelecido no contexto da atrofia muscular dado que: (i) 
durante este processo observa-se um aumento da degradação proteica; (ii) a inibição do 
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proteassoma bloqueia esta tendência; (iii) durante a atrofia observa-se um aumento da 
conjugação de proteínas com poliubiquitina por proteína total; (iv) os níveis de mRNA de 
genes que codificam componentes distintos da via da ubiquitina-proteassoma também 
aumentam em condições de atrofia [106]. Apesar deste mecanismo estar descrito como 
primordial na degradação da maioria das proteínas musculares, outros sistemas 
proteolíticos parecem operar em sinergia de forma a degradar estruturas musculares 
complexas como as miofibrilas [120]. A via lisossomal, mediada por catepsinas, foi das 
primeiras a ser descrita em condições fisiopatológicas caracterizadas por um aumento da 
proteólise no músculo esquelético. Adicionalmente, o músculo contém quantidades 
significativas de proteases dependentes de cálcio, as calpaínas, que se pensa exercerem 
uma acção fulcral no processo atrófico [22, 133]. Assim, em combinação com uma 
inadequada capacidade de tradução proteica, a sobre-regulação destes sistemas 
enzimáticos, cada um dos quais podendo actuar sobre diferentes componentes celulares, 
poderá estar na base da rápida perda proteica que ocorre em condições atróficas [100]. 
Contudo, a intervenção destes sistemas degradativos na progressão da deterioração 
muscular bem como os factores que regulam o seu envolvimento na ruptura das 
diferentes proteínas musculares não se encontra, ainda, completamente esclarecida [120, 
239]. 
 
Outros mecanismos celulares foram recentemente sugeridos no sentido de explicar as 
alterações morfológicas, bioquímicas e funcionais subjacentes à atrofia muscular 
esquelética. Neste sentido, os processos de morte celular têm sido responsabilizados 
pela diminuição do tamanho da fibra, dado que foi observado em várias condições 
experimentais de atrofia uma diminuição do número médio de mionúcleos por fibra [3, 7]. 
A compreensão desta perda remete para a análise dos diferentes tipos de morte celular, 
apoptose e necrose [39, 55]. A apoptose e a necrose têm sido considerados como dois 
mecanismos de morte celular totalmente distintos, tanto em termos bioquímicos, 
morfológicos como funcionais [55, 71, 95]. A necrose tem sido classicamente descrita 
como uma via de morte celular associada a condições lesivas agudas e severas [71]. 
Esta forma acidental de morte da célula caracteriza-se por uma extensa lise celular, 
enquanto que a apoptose, que representa uma forma silenciosa de morte da célula, 
encontra-se essencialmente envolvida no desenvolvimento e na manutenção da 
homeostasia tecidual [7, 95]. No entanto, com a melhoria dos métodos de avaliação 
destes processos de morte celular constatou-se que existem algumas características 
bioquímicas e morfológicas comuns que podem ser observadas tanto na apoptose como 
na necrose [71, 210], pelo que se pode considerar a existência de um espectro de 
programas de morte da célula sendo as “clássicas” necrose e apoptose os extremos 
desse mesmo espectro [210]. Inclusivamente, alguns autores [95] sugerem a existência 
de um novo tipo de eliminação celular que designaram por “aponecrose”. A complicar 
este cenário está o facto do tecido muscular ser constituído por células pós-mitóticas 
multinucleadas contendo milhares de núcleos. Assim, os processos de morte celular 
neste tecido deverão assistir à eliminação de áreas da fibra muscular e não da sua 
totalidade [3, 4, 7]. Esta eliminação selectiva de mionúcleos individuais, sem a destruição 
de todos os núcleos ou da generalidade da fibra constitui um fenómeno ainda por 
esclarecer. No entanto, os processos de morte celular acima descritos, a ocorrer nestas 
condições deverão apresentar algumas modificações particulares ao tecido em causa [4, 
7]. 
 
A maioria dos trabalhos acima mencionados, ao procurarem os mecanismos moleculares 
e bioquímicos inerentes à resposta atrófica focam a sua pesquisa na fibra muscular 
minimizando a perspectiva do músculo esquelético como sistema orgânico, isto é, 
diminuem a influência de outros tipos celulares que constituem o meio envolvente. Estes 
estudos justificam essa opção na convicção de que estas células constituem apenas uma 
pequena proporção, relativamente aos miócitos esqueléticos, no homogeneizado tecidual 
[7]. Apesar deste pressuposto, esta tem sido apontada como uma das potenciais 
limitações destes estudos in vivo [7, 78, 237]. Efectivamente, poucos são os trabalhos 
que investigam a contribuição de outras células para além dos miócitos, na remodelação 
muscular durante o desuso ou inactividade [99, 142]. Os pouco estudos conhecidos 
enfatizam o papel dos acontecimentos degenerativos que potenciam o catabolismo 
muscular e que geralmente culminam na perda da função tecidual [214, 234]. Neste 
contexto é de salientar as alterações hemodinâmicas da rede capilar envolvidas no ajuste 
do fluxo sanguíneo a menores exigências de oxigénio, decorrente, por exemplo, da 
ausência de carga [99]. No entanto, alguns acontecimentos anabólicos parecem também 
acompanhar a deterioração muscular. Neste sentido, alguns autores [16, 142] sugerem 
que várias formas de desuso afectam a quantidade e tipo de tecido conjuntivo que rodeia 
as fibras musculares. Este aumento de tecido conjuntivo condiciona não só a flexibilidade 
muscular como também o suprimento sanguíneo das fibras musculares devido à 
espessura das barreiras de difusão entre os capilares e as fibras musculares [16, 142, 
169]. Quando se investiga os acontecimentos celulares que comprometem o equilíbrio 
homeostático do músculo esquelético é forçoso realçar o papel das células satélite, dado 
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que intervêm activamente na remodelação muscular [143, 279]. Estas células, que em 
circunstâncias normais se encontram mitoticamente quiescentes na periferia das 
miofibras, seguem múltiplos ciclos de proliferação em resposta a estímulos específicos 
[143, 228, 279]. Em condições atróficas, no entanto, a sua capacidade proliferativa 
encontra-se drasticamente diminuída [143, 144, 279], o que segundo alguns autores [189] 
poderá justificar, por exemplo, a interrupção do crescimento de músculos esqueléticos 
juvenis. Contrariando esta perspectiva, alguns autores utilizando, o modelo animal de 
interrupção do nervo motor, constataram a existência de uma intensa proliferação de 
células satélite numa fase inicial da atrofia induzida pelo modelo experimental referido 
[144]. Tal observação levanta numerosas incertezas quanto ao envolvimento deste tipo 
de células no  processo atrófico, particularmente quando se analisam diferentes modelos 
experimentais de indução de atrofia. 
 
A avaliação da contribuição dos mecanismos acima descritos torna-se mais complexa 
quando efectuada em músculos com características fenotípicas diferentes. 
Efectivamente, os processos celulares referidos parecem intervir de forma distinta no 
processo atrófico em função do tipo de músculo analisado [18, 276], apresentando-se 
mais exacerbados em músculos posturais [10, 77]. Tal facto parece ser consequente da 
maior sensibilidade das fibras tipo I a estímulos atróficos relativamente às fibras tipo II 
[128], dado que a exposição à microgravidade induz alterações significativas na 
predominância de isoformas de miosina de cadeia pesada no músculo esquelético de 
animais e, aparentemente, também de humanos [77]. Esta parece ser a razão pela qual a 
maioria dos estudos que procuram explicar o processo de atrofia muscular esquelética 
utilizam músculos predominantemente lentos como o soleus. No entanto, esta 
aproximação poderá limitar a perspectiva de análise das alterações que afectam os 
músculos esqueléticos em condições de ausência de carga. 
 
Na tentativa de contribuir para um maior esclarecimento de alguns fenómenos acima 
mencionados, o presente trabalho tem como objectivos gerais: 1) avaliar a resposta 
atrófica em músculos esqueléticos de ratinho, com características fenotípicas distintas, 
em situações de ausência de carga por suspensão dos membros traseiros, em diferentes 
momentos ao longo de uma semana; 2) analisar as alterações de marcadores específicos 
de morte celular no músculo esquelético de forma a melhor compreender as estratégias 
celulares e moleculares utilizadas por este tecido nos processos adaptativos que 
resultam na atrofia muscular; 3) estabelecer as possíveis vias celulares subjacentes à 
diminuição do tamanho da fibra muscular sob condições atróficas; 4) analisar a 
contribuição relativa dos vários mecanismos celulares com o tempo de indução de atrofia; 
5) avaliar a capacidade proliferativa dos diferentes tipos de células que constituem o 
tecido muscular ao longo de uma semana de suspensão do animal. 
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A atrofia muscular esquelética tem-se constituído, nos últimos anos, como um importante 
objecto de investigação, uma vez que se encontra associada a várias doenças e 
patologias, nomeadamente à insuficiência cardíaca, à síndrome de imunodeficiência 
adquirida, à septicemia, a algumas neoplasias, bem como, a alguns determinismos 
biológicos como o envelhecimento [160, 206, 211, 229, 261]. Este processo de 
deterioração muscular desenvolve-se de forma imediata e drástica e parece ser 
condicionado pela actividade proprioceptiva, pela enervação motora, pela carga 
mecânica, pela realização de ciclos de estiramento/encurtamento e pela mobilidade das 
articulações [15]. A atrofia muscular caracteriza-se por uma diminuição da massa 
muscular e do seu teor proteico, do diâmetro das fibras, da capacidade de produção de 
força e da resistência à fadiga [90, 140]. Embora esta entidade anatomopatológica tenha 
suscitado uma grande atenção por parte dos investigadores, o debate dos possíveis 
mecanismos celulares e moleculares subjacentes ao seu desenvolvimento continua em 
aberto e várias possibilidades têm sido levantadas no sentido de melhor esclarecer o 
fenómeno [9, 78]. Neste contexto, o desequilíbrio entre as vias de síntese e de 
degradação, em favor de um aumento da proteólise das miofibrilas, tem sido apontado 
por vários estudos [106, 140, 183, 238]. A diminuição do número mionuclear em 
músculos atróficos foi, também, reportada em várias condições experimentais, incluindo 
no isolamento da espinal medula, em condições de microgravidade e na desnervação [9]. 
No entanto, os mecanismos subjacentes à perda de mionúcleos não estão ainda 
definidos [9, 83], não sendo conhecidas as vias reguladoras envolvidas nem de que 
forma estes mecanismos se interrelacionam. Dada a relevância e  implicação clínica da 
atrofia muscular na capacidade funcional e, consequentemente, na qualidade de vida do 
ser humano, torna-se fundamental compreender de forma detalhada este processo.  
 
 
1. Modelos experimentais para o estudo da atrofia muscular esquelética 
 
Nos últimos anos tem-se notado um interesse considerável na compreensão do papel da 
carga mecânica, bem como, da actividade neuromuscular na regulação das propriedades 
estruturais, funcionais e bioquímicas do músculo esquelético. A dificuldade em investigar 
estes mecanismos celulares e moleculares subjacentes à atrofia muscular esquelética em 
humanos, suscitou o desenvolvimento e optimização de vários modelos que tentam 
mimetizar as diferentes condições subjacentes ao desenvolvimento da atrofia muscular 
em humanos [1, 171, 192, 207].  Assim, os estudos de plasticidade muscular esquelética 
têm geralmente utilizado animais roedores como modelos experimentais. A possibilidade 
de controlar rigorosamente as condições experimentais bem como o custo relativamente 
baixo e a aparente facilidade em utilizar procedimentos invasivos, têm tornado os estudos 
com roedores bastante atractivos [18, 83, 113]. Consequentemente, a maioria da 
informação existente até à data referente à resposta do músculo esquelético face a 
alterações agudas e crónicas de carga, a várias condições patológicas e relativas a 
terapias seleccionadas advém de estudos realizados com animais de laboratório [18, 65, 
113]. Assim sendo, vários modelos experimentais têm sido utilizados com o objectivo de 
manipular a funcionalidade neuromuscular e assim induzir uma resposta atrófica. Neste 
contexto são de salientar os modelos de suspensão do membro traseiro, de voo espacial, 
de isolamento da espinal medula e o de imobilização [120, 171, 192]. 
 
 
1.1. Suspensão do membro traseiro 
 
Este modelo de indução de atrofia muscular esquelética foi inicialmente desenvolvido em 
1979 com a finalidade de simular um ambiente de ausência de gravidade, mimetizando o 
voo espacial, e ao mesmo tempo permitir que os músculos permaneçam funcionalmente 
activos, livres de se contrair voluntariamente [89, 105, 120, 147, 192, 245, 248]. De facto, 
a suspensão do membro traseiro constitui o modelo experimental de eleição, aceite pela 
comunidade científica, para simular o voo espacial, prevendo-se um aumento da sua 
utilização com o incremento do tempo de permanência dos astronautas em estações 
espaciais [77, 147, 171, 187, 248, 265]. As alterações musculares e sistémicas que 
ocorrem nos animais submetidos a este modelo de atrofia assemelham-se bastante às 
que ocorrem em humanos sujeitos a desuso muscular [65]. Neste modelo, a ausência de 
carga pode ser conseguida de duas formas: i) na versão introduzida por Morey em 1979 
[186], o animal é suspenso pela cauda mas com as patas dianteiras apoiadas no chão, 
de modo a permitir a locomoção e o livre acesso a alimento e a água; ii) na outra versão, 
menos utilizada, o animal é suspenso como um todo, o que envolve a utilização de um 
dispositivo específico para o efeito, descrito pela primeira vez em 1980 por Musacchia et 
al. [191]. De uma forma geral, o modelo de suspensão do membro traseiro apresenta, 
segundo alguns autores [65, 265] algumas limitações no que diz respeito ao possível 
stresse induzido pelas condições impostas pelo modelo que poderão condicionar, por 
exemplo, o consumo de alimento. Contudo, não existem dados que demonstrem que a 
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atrofia associada a este modelo esteja associada a um déficit nutricional ou a alteração 
do metabolismo basal [265]. 
As adaptações fisiológicas que ocorrem neste modelo são semelhantes às observadas 
em outros modelos experimentais de uso muscular reduzido, como a desnervação e a 
imobilização, o que lhe confere uma utilidade dupla. De facto, se, por um lado, permite 
estudar sistemas fisiológicos sob condições de microgravidade simulada, por outro, as 
alterações são comparáveis a outros modelos com actividade muscular reduzida [187]. 
Este modelo de hipocinesia e de hipodinamia [265] também se mostrou útil na 
investigação da resposta fisiológica de ratos e ratinhos em processos de recuperação 
associados à reposição da carga [187]. 
 
 
1.2. Voo espacial 
 
O voo espacial constitui, à semelhança da suspensão do membro traseiro, um modelo de 
activação reduzida dos músculos posturais [256]. À semelhança do anterior, as forças de 
reacção à gravidade são eliminadas, permitindo, no entanto, que os músculos 
permaneçam funcionalmente activos [18, 121]. O número de elementos neurais da 
função neuromotora são rápida e profundamente afectados pelo voo espacial, persistindo 
algumas destas adaptações durante dias ou mesmo semanas após o voo [84]. O 
componente neural parece, assim, possuir um papel decisivo para o detrimento da 
performance associado ao voo espacial [84]. As adaptações observadas incluem 
alterações na expressão de proteínas metabólicas, estruturais, e contrácteis que ajustam 
a funcionalidade do tecido muscular esquelético às novas exigências tensionais [1].  
Os programas espaciais demonstraram que a atrofia muscular em ratos ocorre 
rapidamente, verificando-se reduções de massa muscular superiores a 37% numa 
semana [91], apenas nos músculos extensores [187], tendo-se verificado paralelamente, 
uma diminuição da força muscular [1]. A oportunidade de estudar em humanos a 
resposta atrófica durante e após o voo espacial tem sido limitada por diversos factores 
dos quais se destacam o reduzido número de tripulantes que geralmente participam 
nestes programas e  a curta duração dos voos espaciais [1]. Adicionalmente, durante 
missões espaciais de longa duração, o descondicionamento muscular, definido 
essencialmente pela perda de massa muscular e da capacidade de gerar força, pelo 
aumento da fatigabilidade e pelo padrão anormal de reflexos, pode limitar a capacidade 
de trabalho da tripulação no espaço. Nestas condições, a fraqueza e a atrofia muscular 
são particularmente preocupantes aquando da transição de um ambiente caracterizado 
pela ausência de gravidade para a presença de força gravítica, pois o sistema muscular 
esquelético tem que rapidamente suportar carga após ter estado dias ou meses em 
condições de microgravidade [77]. 
 
 
1.3. Isolamento da espinal medula 
 
O isolamento da espinal medula é um modelo indutor de inactividade que permite estudar 
experimentalmente o impacto relativo de um determinado estímulo neural na resposta 
muscular [83]. A espinal medula é seccionada a um nível estratégico, de modo a eliminar 
o controlo espinal neuromotor superior sobre os centros de controlo a jusante da lesão 
[83, 121]. Neste modelo, apesar da actividade eléctrica dos neurónios motores poder ser 
reflexamente activada por estímulos sensoriais, a produção de força pelos músculos é 
dramaticamente reduzida [18]. Os neurónios motores permanecem intactos pelo que os 
músculos podem continuar a ser influenciados por factores neurotróficos. Este é, por isso, 
um modelo adequado para compreender a acção isolada da ausência de estimulação 
eléctrica induzida pelo estiramento dos fusos neuromusculares e que se repercute numa 
diminuição de estimulação nervosa [18, 83, 105, 120, 121].  
Neste modelo, algumas das propriedades contrácteis do músculo são seriamente 
afectadas, nomeadamente, a tensão tetânica máxima é significativamente reduzida e a 
velocidade de encurtamento máximo é significativamente elevada. No entanto, este 
modelo não parece afectar de forma significativa a capacidade muscular de resistir à 
fadiga [83].  
 
A desnervação, por seu lado, constitui-se como um modelo semelhante ao do isolamento 
da espinal medula, no qual os sinais eléctricos que chegam às fibras musculares são 
atenuados e/ou silenciados [83, 121]. Neste modelo, as conexões musculares nervosas 
são seccionadas pelo que qualquer influência trófica do neurónio motor ou nervo que 
actua no músculo é eliminada ou atenuada. Desta forma, a solicitação muscular diminui, 
ocorrendo atrofia das fibras musculares [121, 245]. 
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1.4. Imobilização 
 
Um outro modelo utilizado para estudar os mecanismos responsáveis pela atrofia 
muscular em humanos é a imobilização de membros a qual pode decorrer de distintos 
contextos clínicos. Neste modelo atrófico, os músculos alvo são imobilizados numa 
posição fixa por inactivação/imobilização das articulações [16, 120] e desta forma o 
músculo pode ser mantido numa posição neutra, encurtada ou alongada  [120]. Este 
posicionamento dos músculos condiciona a resposta atrófica, avaliada, por exemplo, em 
termos de redução de massa muscular [245]. O grau de atrofia é tanto mais acentuado 
quanto mais encurtado estiver o músculo esquelético [139]. 
Neste processo espera-se que os factores condicionantes assumam particular 
importância nas primeiras horas de imobilização [171, 244]. A atrofia muscular associada 
a este modelo surge rapidamente, é reversível e condiciona os diferentes músculos 
envolvidos de acordo com o grau de estiramento causado pela posição  do membro em 
causa [para refs. ver 152]. 
 
Todos estes modelos de atrofia têm em comum o facto de limitarem a actividade 
desempenhada pelo músculo [121]. À excepção do modelo de desnervação, nos 
restantes modelos experimentais as interacções nervo-músculo são total ou parcialmente 
mantidas, como demonstrado por registo electromiográfico crónico [1, 90, 120]. Uma 
limitação metodológica comum dos estudos que recorrem a estes modelos experimentais 
advém do facto de as alterações na quantidade e padrão de actividade neuromuscular 
serem geralmente assumidas mas raramente avaliadas [83]. 
 
 
2. Alterações funcionais que acompanham a atrofia muscular esquelética 
 
A diminuição de actividade neuromuscular resulta, a curto-médio prazo, na perda de 
volume muscular e na redução drástica da capacidade de gerar força [1, 16, 59, 73, 77, 
91, 102, 132, 149, 152, 175, 177]. A perda de força muscular apresenta-se, desta forma, 
como uma característica funcional da atrofia [16, 59, 72, 123, 157, 169] e está 
directamente relacionada com a diminuição da área de secção transversal das fibras que 
compõem o músculo [16, 83, 92, 123, 149, 175, 259] e com a perda de proteínas 
contrácteis [72, 77, 175, 259]. Assim, a redução de força muscular constitui uma 
manifestação mecânica das alterações ultraestruturais que ocorrem com a atrofia da fibra 
muscular [248]. A perda de massa pelos músculos atingidos ocorre de uma forma 
temporal semelhante à perda de força [16, 63, 121, 169]. As diminuições mais 
acentuadas são observadas na fase inicial de imobilização (primeiros dias), registando-
se, ao longo do tempo, um declínio progressivo mas mais ligeiro [16]. O grau de atrofia ou 
de retardamento do crescimento poderá ser também condicionado pelo tipo de músculo 
analisado. Os diferentes músculos que compõem o sistema muscular esquelético são 
submetidos a diferentes padrões de recrutamento e actividade [69]. Por exemplo, o 
músculo anti-gravitacional soleus é importante para a manutenção da postura corporal e 
é recrutado para períodos prolongados de actividade a níveis moderados de intensidade. 
Em oposição, o músculo extensor digitorium longus (EDL) é recrutado menos 
frequentemente, preferencialmente para o desempenho de contracções de curta duração 
e de força relativamente elevada. Este padrão de recrutamento diferencial reflecte-se nas 
propriedades contrácteis, talhadas para satisfazer as exigências funcionais impostas a 
cada músculo [69]. Em condições atróficas, os músculos posturais apresentam alterações 
superiores comparativamente aos músculos não posturais que apenas comportam 
pequenas adaptações [70, 77, 83, 91, 196]. Entre os próprios músculos posturais existem 
diferenças substanciais. Em geral, os flexores plantares (soleus e gastrocnemius) 
aparentam o maior decréscimo em volume, seguidos em ordem decrescente pelos 
flexores dorsais (tibialis anterior), os extensores do joelho, os flexores do joelho e os 
músculos dorso-lombares [77, 196].  
Esta resposta diferencial tem sido igualmente observada em fibras isoladas [91, 196]. Por 
exemplo, a área de secção transversal média de fibras que expressam miosina de cadeia 
pesada (MHC) tipo I ou que co-expressam MHC tipo I e II apresentou-se 
significativamente menor em músculos soleus de ratos expostos a microgravidade 
durante 14 dias comparativamente ao mesmo músculo de animais controlos [196]. 
Contrariamente, a área de secção transversal média de fibras que expressam somente 
MHC tipo II não parece ser afectada de forma significativa pelo voo espacial [196]. 
Associada à atrofia ocorrem alterações das propriedades contrácteis que são mais 
evidentes nos músculos anti-gravitacionais como, por exemplo, no músculo soleus [16, 
47, 69] devido à sua composição homogénea em fibras de contracção lenta [16, 175]. 
Condições de desuso resultam no encurtamento do período de contracção, ou seja, os 
músculos tornam-se mais rápidos [16]. De facto, o aumento da velocidade de contracção 
máxima
 
verificado numa situação de atrofia em músculos tónicos, parece constituir um 
mecanismo que visa a manutenção de um output máximo de força por unidade de tempo, 
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de modo a permitir um nível adequado de capacidade locomotora no caso de restauração 
da mobilidade [258]. 
A importância da actividade contráctil na determinação do fenótipo muscular é 
vastamente reconhecida [92]. Esta resposta reflecte-se no teor das várias isoformas de 
miosinas e nas alterações das isoenzimas de LDH (lactato desidrogenase), adquirindo 
um fenótipo de músculo de contracção rápida [16, 242]. Um comportamento semelhante 
foi detectado em músculos soleus após períodos prolongados de isolamento da espinal 
medula [83]. A extensão e modalidade da actividade neuronal é crucial na regulação das 
propriedades contrácteis [92].  
Em vários estudos efectuados com o modelo animal foi observado um aumento da 
velocidade de encurtamento das fibras de contracção lenta após ausência de carga [63, 
64, 77, 91]. Experiências com humanos e com ratos demonstram, ainda, de forma 
consistente, que a velocidade máxima de encurtamento aumenta com o voo espacial [47, 
91, 123, 258] enquanto que a tensão tetânica e a tensão específica (isto é, a razão entre 
a tensão tetânica e a área de secção transversal da fibra) decrescem devido a uma 
diminuição da concentração de proteínas miofibrilares e a um aumento de material não 
contráctil [16, 77, 142, 169, 175]. Mais ainda, após suspensão do membro traseiro foi 
observada uma redução em cerca de 50% da concentração proteica miofibrilar acoplada 
à indução de lesões centrais nas fibras de soleus atrofiadas [175]. No entanto, este 
decréscimo do teor miofibrilar associado à microgravidade parece ser selectivo, com uma 
maior perda de actina relativamente à de miosina. As pontes cruzadas das miosinas com 
os filamentos de actina desacoplam-se mais prematuramente [91, 248], o que explica as 
alterações observadas para a tensão tetânica das fibras musculares [175, 248]. 
O aumento da fatigabilidade constitui outra das consequências funcionais da atrofia 
muscular [16, 69, 77, 83, 114, 123, 149, 258, 275]. Este aumento é muitas vezes 
atribuído a uma diminuição do potencial metabólico das fibras individuais [70, 77, 83]. No 
músculo soleus de rato constatou-se um acoplamento entre o aumento da fatigabilidade, 
o aumento da velocidade de depleção de glicogénio e o declínio da capacidade oxidativa 
de ácidos gordos de cadeia longa após suspensão do membro traseiro. Estes resultados 
sugerem que, em condições de ausência de carga, ocorre uma alteração no padrão de 
utilização do substrato energético pelas fibras lentas para o característico das fibras de 
contracção rápida [77, 114]. Outros sinais de fadiga induzida por condições atróficas são 
a necessidade em recrutar um maior número de unidades motoras e/ou pela maior 
frequência de excitação requerida para desempenhar um dado tipo de tarefa motora [83, 
258]. A resistência à fadiga parece estar também associada ao teor mitocondrial das 
fibras que compõem as unidades motoras que, embora condicionado por factores 
intrínsecos à fibra, parece também ser regulado por alterações da actividade 
neuromuscular [83]. 
Talmadge et al. [258] sugerem que a expressão de isoformas MHC mais rápidas (IIB e 
IIX), observada numa situação de atrofia, conduz a uma maior utilização de ATP por 
unidade de força gerada, contribuindo, assim, para a maior susceptibilidade à fadiga.  
A atrofia preferencial das fibras de contracção lenta também parece contribuir para um 
aumento da fatigabilidade dado que as fibras tipo I têm uma maior capacidade em manter 
no tempo o balanço energético e, consequentemente, os níveis de força relativamente às 
fibras tipo II [47, 49]. 
A actividade eléctrica dos músculos atrofiados diminui drasticamente [16, 92, 275], 
afectando as propriedades bioquímicas e funcionais do músculo [66, 265]. Na suspensão 
do membro traseiro foi observado uma diminuição do registo electromiográfico (EMG) de 
eléctrodos intramusculares nos músculos de contracção lenta [66, 196]. Também foi 
verificado em condições atróficas, uma redução da actividade electromiográfica de 
músculos com características mais rápidas como o gastrocnemius [132, 196]. Estas 
observações sugerem que uma das potenciais causas da atrofia muscular é a diminuição 
no nível de activação do músculo [196]. No entanto, o registo EMG recupera 
gradualmente, para níveis normais, ao fim de alguns dias de ausência de carga, 
enquanto que a resposta atrófica continua a progredir [66, 196]. Edgerton et al. [82] 
mediram a actividade electromiográfica em astronautas e constataram que a actividade 
do soleus apresentava valores mais elevados durante o voo espacial comparativamente 
aos valores obtidos antes ou após o mesmo, enquanto que a actividade do 
gastrocnemius permaneceu inalterada. Estes resultados sugerem claramente que a 
atrofia induzida pela ausência de carga não pode ser apenas atribuída ao desuso 
muscular por si só [82, 91, 196].  
 
Os músculos atrofiados estão ainda sujeitos a um maior risco de lesão face a qualquer 
situação de emergência que requeira força muscular [36, 91]. Numa situação de 
microgravidade ocorre uma perda contínua de proteínas musculares, essencialmente nos 
músculos que desempenham uma função anti-gravítica [91, 246, 275]. Efectivamente, 
nos astronautas tem sido registada uma elevada incidência de lesões [91]. Foram 
analisados músculos soleus e adductor longus de rato extraídos durante o voo espacial e 
não foram detectados sinais de lesão miofibrilar, o que sugere que a lesão muscular 
associada ao voo espacial constitui uma condição pós-voo resultante da realização de 
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contracções excêntricas durante a reposição de carga, num ambiente gravitacional 
normal [91]. Castro et al. [49] observaram um aumento da vulnerabilidade à lesão 
muscular induzida pelo exercício, em humanos e ratinhos, após um curto período de 
ausência de carga. A etiologia deste aumento de sensibilidade à lesão celular após 
condições de microgravidade é desconhecida embora várias hipóteses tenham sido 
levantadas. Por exemplo, esta propensão à lesão poderá estar relacionada com a atrofia 
da fibra muscular e com a perda selectiva da proteína contráctil actina [90, 91]. Outras 
possibilidades incluem alterações em proteínas do citosqueleto como a titina, a desmina 
e/ou no complexo distrofina-glicoproteína [91]. A titina parece estar envolvida no 
estabelecimento da tensão de repouso e na orientação dos filamentos de miosina [91]. A 
ruptura da desmina e/ou a redução ou ausência de um único componente do complexo 
distrofina-glicoproteína poderá resultar numa maior susceptibilidade do sarcolema à lesão 
induzida pela contracção [54, 91]. As potenciais consequências funcionais e estruturais 
das alterações no teor relativo destas proteínas é de grande interesse. A importância das 
proteínas do citosqueleto pode ser ilustrada pelas consequências de defeitos em uma ou 
várias proteínas que resultam na ruptura da arquitectura muscular, na degeneração da 
fibra e necrose tecidual como demonstrado com modelos de distrofias em humanos e 
animais, por exemplo com ratinhos mdx, com ratinhos knock out em desmina ou em γ- e 
α-sarcoglicano [54]. Adicionalmente, o aumento simultâneo de rarefacção óssea 
observada numa situação de atrofia muscular [59, 94] dificulta e prolonga 
consideravelmente os períodos de reabilitação [59, 275].  
 
A concentração plasmática de algumas proteínas sarcoplasmáticas ou miofibrilares é, 
normalmente,  utilizada para estimar a ocorrência de lesão do músculo esquelético e a 
sua magnitude [240], salientando-se a creatina cinase (CK), a aspartato 
aminotransferase, a lactato desidrogenase, a mioglobina e a troponina [149]. O aumento 
dos seus níveis plasmáticos constitui uma indicação de que as células musculares 
atingidas perderam a capacidade de regular a permeabilidade da membrana celular a 
estas proteínas [150]. Dos referidos, a CK é um dos marcadores mais usados na clínica 
para diagnóstico de lesão muscular [150]. Numa situação de atrofia, como por exemplo 
na imobilização, a expressão de CK aumenta, o que a torna um bom marcador da 
adaptação do músculo esquelético ao desuso [63], sendo por isso o mais frequentemente 
utilizado [240]. No entanto, a troponina I (TnI) tem sido referida como um marcador de 
lesão mais específico na detecção de lesão do músculo esquelético (sTnI) e cardíaco 
(cTnI) [149]. Esta proteína tem sido mais utilizada na monitorização de lesões ao nível do 
músculo cardíaco apesar de existirem estudos que validam a sua aplicação ao nível do 
músculo esquelético e a consideram o marcador de lesão mais adequado dada a sua 
especificidade [240]. 
 
 
3. Alterações histológicas 
 
A atrofia da fibra muscular caracteriza-se histologicamente por uma diminuição de volume 
da própria fibra, geralmente acompanhada por diferentes alterações do volume dos vários 
organelos celulares e dos componentes do citoesqueleto apesar das repercussões serem 
diferentes. Nomeadamente, foi registada uma diminuição mais acentuada do volume 
miofibrilar relativamente aos volumes mitocondrial e do retículo sarcoplasmático [47, 139].   
As fibras lentas oxidativas apresentam, quando sujeitas a estímulos atróficos, fibrilas 
desintegradas, com expansão do material das linhas-Z para as bandas I adjacentes   [16, 
54, 149] e lesão mitocondrial [16, 47]. As mitocôndrias tornam-se menores, de forma mais 
globular e com poucas cristas [169]. Parece verificar-se, igualmente, um aumento da 
relação entre o volume de mitocôndrias intermiofibrilares / subsarcolemais [73]. À medida 
que a área de secção transversal da fibra diminui, os núcleos encontram-se mais 
frequentemente no centro das fibras [149, 169] e a rodear alguns destes observam-se 
halos de citoplasma sem miofibrilas [149, 169]. A condensação e a fragmentação da 
cromatina nuclear são também observadas nas fibras atróficas [16, 169, 237]. O retículo 
sarcoplasmático torna-se mais irregular e perde a sua íntima relação com os túbulos T 
que naturalmente ocorre ao nível das transições de bandas anisotrópicas – isotrópicas 
[169]. O número de sarcómeros funcionais em paralelo, aparentemente, tem tendência a 
diminuir [47, 149]. 
A redução progressiva da razão capilar/fibra muscular, característica do processo 
atrófico, pode induzir ou contribuir, pelo menos em parte, para a degeneração das fibras 
musculares existentes [99, 169, 174]. Kano et al. [148] constataram que a atrofia, 
decorrente da suspensão do membro traseiro em ratos, é acompanhada por uma 
diminuição do diâmetro luminal capilar bem como por uma redução do número absoluto 
de capilares. Também Edgerton et al. [84] registaram uma diminuição significativa do 
número de capilares nos diferentes tipos de fibras (I, IIA e IIB) após 11 dias de voo 
espacial. Estas alterações associadas a situações atróficas podem ocorrer tanto ao nível 
do número como do diâmetro e/ou da tortuosidade dos capilares [99]. A adaptação 
estrutural da rede capilar para uma configuração linear é uma consequência morfológica 
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relevante da atrofia muscular, dado que pode limitar a capacidade de distribuição de 
oxigénio [99]. Contrariamente a esta perspectiva, Dedkov et al. [68] registaram, após 25 
meses de desnervação, evidências de activação da maquinaria molecular interveniente 
no crescimento capilar e remodelação vascular, isto é, de angiogênese reparativa no 
músculo esquelético. Esta discrepância de manifestações vem dificultar a compreensão 
da resposta muscular a distintas condições atróficas. 
A íntima associação dos elementos contrácteis (fibras musculares) com o tecido 
conjuntivo circundante é importante para a manutenção da integridade e funcionalidade 
do músculo esquelético [142]. As alterações qualitativas e quantitativas no tecido 
conjuntivo induzidas por estímulos atróficos estão bem caracterizadas [16, 142]. Caiozzo 
et al. [47] observaram um aumento do tecido conjuntivo ou fluido intersticial no músculo 
soleus após o voo espacial. Jarvinen et al. [142] reportaram um aumento de tecido 
conjuntivo intramuscular em várias condições patológicas, por exemplo, observaram 
aumentos superiores a 50-700% durante a imobilização, a tenotomia ou na desnervação. 
Decorrente desta elevada proliferação de tecido conjuntivo, aumenta o espaçamento das 
fibras musculares e pelo facto de ser um tecido pouco vascularizado, a densidade capilar 
tende globalmente a diminuir no músculo. Este aumento de áreas densas de colagénio, a 
rodear as fibras musculares e os fascículos dos músculos atróficos, sugere que as fibras 
de colagénio podem actuar como uma barreira física à troca de materiais entre os 
capilares e a fibra e à reinervação das fibras musculares [139, 142, 169].  
Na desnervação de músculo de rato e ratinho adulto foi também detectada proliferação 
de células satélite [227]. A morfologia das células satélite em músculos desnervados 
sugere que muitas destas células abandonam o seu estado quiescente tornando-se 
activas e potencialmente disponíveis para a restauração das fibras musculares atróficas 
existentes ou para a regeneração de novas fibras musculares [169, 184, 228, 279]. No 
entanto, esta observação contraria a maioria dos trabalhos realizados com outros 
modelos experimentais de atrofia muscular que descrevem uma acentuada diminuição do 
potencial proliferativo destas células [143, 144, 184, 279]. Por exemplo, Darr et al. [66], 
registaram uma diminuição do número e da actividade proliferativa das células satélite 
apenas após 3 dias de suspensão do membro traseiro nos músculos soleus e extensor 
digitorium longus (EDL) de rato. Esta diminuição do teor em células satélite e do seu 
potencial proliferativo, poderá explicar a interrupção do crescimento muscular observado 
em condições atróficas [189], bem como parece estar subjacente à diminuição da 
capacidade adaptativa e regenerativa que se observa, por exemplo, com o 
envelhecimento muscular [211].  
Um aumento de gordura e de fagócitos no espaço intersticial também tem sido associada 
à atrofia [16, 149]. A infiltração de fagócitos tem sido encontrada raramente nas primeiras 
fases de atrofia [139, 152], sendo sobretudo registada pouco tempo após a reposição da 
carga [97, 190].  
 
 
4. Alterações fenotípicas de proteinas funcionais 
 
A exposição à microgravidade induz alterações intensas na composição das isoformas de 
miosina de cadeia pesada (MHC) em animais e, aparentemente, também em humanos 
[18, 77, 123]. A miosina é qualitativamente e quantitativamente a molécula mais 
importante do músculo esquelético [176]. Sob condições de desnaturação cada molécula 
de miosina dissocia-se em seis polipéptidos: duas miosinas de cadeia pesada (MHC) e 
quatro miosinas de cadeia leve (MLC) [201] (figura 1). As isoformas de MHC pelo facto de 
possuírem um local de ligação ao ATP parecem ter um papel determinante nas 
diversidade das fibras encontradas no tecido muscular esquelético [19, 33, 202]. De facto, 
as isoformas de MHC, embora apresentem apenas pequenas variações na sua 
composição de aminoácidos, estas, são suficientes para estabelecer propriedades 
estruturais, funcionais e enzimáticas diferentes entre tais proteínas [19]. 
 
 
Figura 1: Esquema da estrutura da molécula de miosina. A miosina é um 
hexamero constituído por 2 miosinas de cadeia pesada (MHC) e 2 miosinas de 
cadeia leve (MLCs) alcalinas ou essenciais e 2 MLCs reguladoras ou fosforiláveis 
(adaptado de Schiaffino e Reggiani [225]). 
 
 
As seis isoformas das cadeias pesadas (MHCs) que predominam no músculo esquelético 
incluem duas isoformas expressas durante o desenvolvimento e a regeneração muscular 
(MHC embrionária e MHC neonatal) e quatro isoformas expressas durante a vida adulta 
(MHC IIa, MHCIIb, MHCIIx/d e MHCβ  ou I) [233]. Estas isoformas foram identificadas, a 
nível proteico, pela respectiva mobilidade num gel de electroforese em condições 
MLC essencial 
MLC reguladora 
MHC 
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desnaturantes e pela reactividade a uma série de anticorpos monoclonais específicos 
para as MHCs [19, 46, 259]. As diferentes isoformas MHC apresentam ainda 
propriedades bioquímicas diferentes, nomeadamente ao nível das características da 
ATPase, que condicionam as propriedades funcionais intrínsecas das miofibras 
individuais nas quais são expressas, constituindo-se por isso, a base molecular da 
diversidade funcional das fibras musculares [18, 19, 105]. A expressão singular de cada 
uma destas isoformas é específica do tipo de fibra e depende das características 
funcionais do tipo de músculo [105, 256]. De uma forma geral, as fibras tipo I são 
compostas por MHC I [19, 47, 256], típica das fibras resistentes à fadiga, e são 
caracterizadas por um baixo consumo de ATP e por uma reduzida velocidade de 
encurtamento [19, 47]. Músculos de contracção lenta, como o soleus, expressam 
predominantemente esta isoforma de MHC e têm um papel destacado na função anti-
gravidade [18, 123]. As fibras tipo IIA e IIB são constituídas por MHC IIa e IIb, 
respectivamente [19, 47, 256, 270]. Estas isoformas rápidas são características das fibras 
que apresentam um elevado consumo de ATP, uma maior velocidade de encurtamento e 
são mais fatigáveis [19, 47, 270]. As fibras tipo IIX são constituídas por isoformas MHC 
IIx. Nos humanos e nos gatos, a isoforma MHC IIb não é expressa pelo que não se 
observam fibras do tipo IIB [256]. Os músculos de contracção rápida como o complexo 
gastrocnemius-plantaris, o vastus, o extensor digitorium longus e o tibialis anterior 
expressam predominantemente as duas isoformas rápidas, IIx e IIb, em proporções 
variáveis dependendo do músculo, da região do músculo e da espécie animal [18]. Em 
contraste, os músculos humanos rápidos como o vastus lateralis expressam uma mistura 
dos três tipos de isoformas, em proporções condicionadas pelo nível de treino do 
indivíduo [18]. Para além desta isoformas de MHC, durante o desenvolvimento muscular 
e nos processos de regeneração muscular, pode-se observar a expressão das isoformas 
de MHC embrionária e neonatal [170, 226]. 
Adicionalmente às fibras que contêm apenas uma das isoformas MHC, o músculo 
esquelético adulto também possui uma grande quantidade de fibras “híbridas” que co-
expressam duas ou mais isoformas MHC [12, 18, 46, 118, 203, 256]. Em alguns 
músculos podem existir mais de dez tipos diferentes de fibras musculares, podendo as 
fibras polimórficas representar colectivamente a maioria das fibras [46]. A descoberta 
deste tipo de fibras, reflecte a heterogeneidade na expressão de MHCs dentro da mesma 
fibra muscular [241]. 
 
Pelo facto de cada uma das cadeias pesadas de miosina se combinar com duas cadeias 
leves (MLCs), uma essencial ou alcalina e outra reguladora ou fosforilável [111] (figura 1), 
e de ambas as subunidades serem expressas como várias isoformas, estas terão assim 
uma contribuição adicional para a heterogeneidade das fibras musculares. De facto, 
existem numerosas combinações possíveis entre as isoformas de MHC com as isoformas 
de MLC, quer as reguladoras (MLC2) quer as essenciais (MLC1 e MLC3), resultando em 
diferentes moléculas de miosinas [201]. As isoformas de MLC embora não desempenhem 
qualquer papel na actividade enzimática das miosinas apresentam um contributo 
importante nas propriedades contrácteis [273]. 
 
Uma característica exclusiva do músculo é a sua capacidade de adaptação a diferentes 
exigências funcionais por alteração da expressão dos componentes contrácteis [18, 19, 
105]. De facto, a expressão das isoformas MHC é altamente plástica e sensível a 
variações de carga, de estimulação nervosa, dos níveis de hormonas tiroideias e dos 
factores relacionados com a actividade/inactividade mecânica [18, 46, 47, 63, 105, 119] 
(figura 2).  
 
 
Figura 2: Diagrama ilustrativo dos múltiplos factores interactivos que influenciam o 
fenótipo da fibra muscular esquelética. As linhas que ligam as diferentes fontes de 
controlo exemplificam as múltiplas combinações de controlo que podem ser exercidas 
(adaptado de Edgerton et al. [83]). 
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Talmadge et al. [259] observaram que tanto a suspensão do membro traseiro como o voo 
espacial induzem, no músculo soleus de rato Wistar, um aumento da proporção de fibras 
contendo MHC tipo II em detrimento das tipo I. Posteriormente, Cros et al. [63], para além 
de confirmarem estas alterações no teor das isoformas MHC no músculo soleus, 
sugeriram ainda que a resposta deste músculo à ausência de carga é um processo 
contínuo, verificando-se que as curvas de variação da percentagem de isoformas MHC 
não estabilizam mesmo após 4 semanas de suspensão do membro traseiro. Caiozzo et 
al. [47] não registaram alterações na expressão de MHC tipo IIb no plantaris e no tibialis 
anterior de ratos após 14 dias de exposição a microgravidade. Efectivamente, estas 
adaptações envolvem maioritariamente a sub-regulação da MHC tipo I com a 
concomitante expressão de novo de MHC tipo IIx [18, 77, 92, 123, 193, 259]. De uma 
forma geral, as transições na expressão das isoformas MHC ocorrem na sequência MHC 
(I → IIa → IId(x) → IIb) [18, 19, 47, 251, 258] e parecem ser afectadas pela idade, sendo 
mais evidentes em ratos jovens [220]. A presença de fibras musculares híbridas 
expressando uma combinação de isoformas MHC aumenta paralelamente à reposta 
atrófica [10, 77, 123]. O significado deste polimorfismo das MHC em fibras individuais não 
é conhecido; possivelmente estará associado a uma transição MHC mais eficiente em 
músculos sujeitos a alterações de exigências funcionais [18, 46]. Tal polimorfismo das 
MHC poderá ser característico de fibras com elevado potencial adaptativo, capazes de 
alterar eficazmente o padrão fenotípico face a novas imposições funcionais [18]. Este 
padrão de distribuição (em oposição ao modelo monomórfico) poderá, hipoteticamente, 
minimizar as consequências funcionais das transições entre isoformas MHC por 
manutenção da capacidade do músculo em produzir trabalho e força mecânica [46].  
A transição fenotípica de isoformas MHC lentas para rápidas aponta para a existência, na 
fibra individual, da maquinaria genética necessária para a expressão simultânea das 
várias isoformas MHC [19, 105]. Estudos recentes reportam a existência de um segmento 
de 400 pares de bases, a montante do local de iniciação, no promotor do gene MHC tipo I 
altamente sensível a estímulos relacionados com a ausência de carga [105]. A regulação 
pós-transcripcional também poderá explicar a diminuição dos níveis de MHC IIa apesar 
dos níveis de mRNA continuarem a aumentar em situações de ausência de carga [132, 
251]. Talmadge et al. [259], verificaram um aumento do teor de MHC tipo IIx em soleus 
de ratinho após a suspensão do membro traseiro, coexiste com um aumento do nível de 
mRNA, o que também sugere o envolvimento de processos reguladores ao nível desta 
biomolécula.  
A complicar este cenário está a presença de centenas ou mesmo milhares de núcleos por 
fibra. Desconhece-se se a coexpressão MHC resulta da coexpressão de todas as MHCs 
por todos os mionúcleos, se é devida a uma expressão heterogénea das diferentes 
MHCs por diferentes mionúcleos ao longo da fibra ou se ainda, é o resultado da 
conversão de todos os mionúcleos para expressão da nova MHC, antes da degradação 
completa da MHC original [10]. Se todos os mionúcleos tiverem padrões de expressão 
genética idênticos então o polimorfismo poderá ser consequente da expressão de 
múltiplos genes MHC de um dado mionúcleo. Contudo, a expressão genética poderá 
diferir entre os mionúcleos da mesma fibra. A suportar este hipótese foi constatada uma 
variação segmental na expressão de isoformas MHC e na actividade ATPase em fibras 
musculares esqueléticas de rã [46].  
Os resultados de Allen et al. [10] sugerem que, aproximadamente 19% das fibras dos 
animais submetidos a voo espacial, expressam alguma MHC neonatal nas fibras que 
também expressam isoformas MHC características do músculo adulto. Porque estas 
fibras não são significativamente diferentes em tamanho das fibras controlo, é provável 
que sejam fibras reexpressando MHC neonatal. Esta reexpressão de uma isoforma MHC 
de desenvolvimento pode ser devida à fusão de células satélite às fibras existentes, 
embora esta possibilidade não seja defendida por alguns autores, que sugerem que a 
expressão de MHC neonatal reflecte uma reexpressão de mionúcleos adultos existentes 
[10]. Por exemplo, Dupont-Versteegden et al. [81] defendem que os sinais que promovem 
a activação das células satélite numa situação de isolamento da espinal medula são 
pouco evidentes dado que não ocorre uma lesão muscular exuberante. Mozdiak et al. 
[190] verificaram que a suspensão do membro traseiro reduz a actividade mitótica das 
células satélite, inibe a expansão do tamanho da unidade de DNA e induz a atrofia no 
músculo esquelético. 
Stevens et al. [250] utilizando como modelo experimental, a suspensão dos membros 
traseiros em ratos Wistar, para além de estudarem as alterações na expressão da 
isoformas de MHC, avaliaram igualmente as modificações no perfil das MLC. Neste 
estudo, estes autores observaram quer em músculos soleus quer em músculos 
gastrocnemius, alterações na expressão das isoformas de MHC no sentido de uma maior 
quantidade na expressão das isoformas de MHC rápidas. Adicionalmente, verificaram 
que também em ambos os músculos estas alterações no perfil de MHC eram 
acompanhadas de um aumento na expressão de MLC1f em detrimento da isoforma de 
MLC1s. Relativamente à expressão da isoforma de MLC3f constataram que esta apenas 
se encontrava elevada quando ocorria um aumento na expressão das isoformas de MHC 
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IId e de MHC IIb. Outro estudo, desenvolvido por Bozzo et al. [41] e utilizando o mesmo 
modelo experimental, evidenciou, adicionalmente às alterações fenotípicas atrás 
mencionadas, um aumento do grau de fosforilação das isoformas de MLC2 no músculo 
soleus. 
 
O cálcio parece ter um papel importante nas adaptações fenotípicas observadas no 
músculo esquelético. De facto, alterações na concentração de Ca2+ muscular funcionam 
como sinais que conduzem a modificações na expressão de genes musculares, como 
demonstrado pela via dependente da calcineurina (Ca2+ - calmodulina / fosfatase) [32]. A 
calcineurina parece estar envolvida na sobre-regulação de genes associados às fibras de 
contracção lenta e, consequentemente, na regulação das propriedades fenotípicas 
(incluindo o tamanho da fibra e as propriedades contrácteis) das fibras musculares [182, 
242]. A activação desta fosfatase induz a desfosforilação do factor NFAT (nuclear factor 
activating T-cells) que após ser transportado para o núcleo, liga-se a regiões promotoras 
dos genes que codificam para proteínas específicas de fibras de contracção lenta [182]. 
 
Este “mosaicismo” de domínios dificulta a compreensão do papel dos factores neurais, 
hormonais e mecânicos na regulação do genótipo e fenótipo muscular esquelético [46]. 
Mais ainda, a forma como os factores reguladores afectam a expressão do(s) gene(s) 
MHC bem como a divergência de mecanismos reguladores entre os diferentes modelos 
de atrofia muscular esquelética, dado que as manipulações impostas podem estimular 
diferentes vias sinalizadoras, constituem questões ainda por esclarecer [18, 105]. Apesar 
destas dificuldades, o conhecimento detalhado da composição da fibra muscular em 
isoformas MHC poderá ajudar a compreender de que forma é que o padrão MHC da fibra 
muscular condiciona certas propriedades contrácteis, como a velocidade máxima de 
encurtamento, e as propriedades intrínsecas geradoras de força [258].  
 
 
5. Alterações metabólicas 
 
O processo de remodelação do músculo esquelético com o desuso envolve outros 
factores para além da transição de fibras de contracção lenta para contracção rápida, 
sendo igualmente acompanhado, por exemplo, por alterações metabólicas das quais se 
destacam modificações ao nível do substrato energético utilizado no sentido de um 
aumento da activação da glicólise, diminuição da capacidade de oxidação de lípidos e 
sua consequente acumulação [63, 92, 247]. A actividade de enzimas metabólicas 
musculares, como a creatina kinase (CK) ou a gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 
(GAPDH), encontra-se significativamente aumentada no músculo soleus imobilizado, 
dando indicação do elevado potencial anaeróbio e da baixa resistência à fadiga que este 
músculo adquiriu em resposta ao estímulo atrófico [63, 77, 84, 265]. De facto, numerosos 
estudos [92, 155, 253] têm demonstrado que músculos submetidos a estímulos atróficos 
apresentam um aumento relativo da utilização de glucose como fonte energética. Esta 
observação ocorre tanto em músculos de contracção lenta como o soleus, como em 
músculos de contracção rápida como o tibialis anterior [51]. Neste sentido, têm sido 
observados incrementos da actividade de enzimas glicoliticas como a hexocinase e a 
piruvato cinase em músculos de ratos submetidos a suspensão do membro traseiro [253]. 
A alteração do metabolismo no músculo esquelético em favor do aumento da actividade 
glicolitica é acompanhada por uma mudança da disponibilidade de glucose hepática, o 
que sugere a existência de um acoplamento entre o metabolismo de glucose no músculo 
e no fígado. A alteração do metabolismo de glucose muscular parece estar relacionada 
com a disponibilidade de substrato via aumento de gluconeogénese hepática [247]. Estas 
adaptações metabólicas parecem preceder as alterações estruturais no músculo 
esquelético em resposta a alterações de carga [247]. Contudo, as adaptações 
metabólicas mitocondriais do músculo esquelético ao desuso apresentam-se 
inconsistentes e ainda pouco compreendidas [60]. Por exemplo, os níveis de 3-
hidroxiacil-CoA desidrogenase diminuem no músculo soleus após 7 dias de voo espacial 
mas não sofrem alterações nos músculos vastus lateralis e vastus intermedius após 9 
dias numa situação de microgravidade [244]. A redução progressiva da actividade da 3-
hidroxiacil-CoA desidrogenase e de outras enzimas como a citrato sintetase, a malato 
desidrogenase e a succinato desidrogenase também foi observada no soleus após 3 a 46 
dias de inactividade, o que poderá sugerir, entre outros efeitos, uma diminuição da 
capacidade de produção de ATP a nível mitocondrial [92]. No entanto, outros estudos não 
registaram alterações da actividade destas enzimas em condições atróficas [91, 247]. Por 
exemplo, Edgerton et al. [84] não observaram alterações na actividade da succinato 
desidrogenase e da malato desidrogenase em músculos de animais submetidos a 
situações de ausência de carga.  
Uma evidência anciã no âmbito das alterações metabólicas face a condições de 
microgravidade é a substituição de proteína muscular por lípidos [102, 247] e, em 
algumas situações, por glicogénio [247]. A acumulação de triglicerídeos em músculos 
atrofiados foi constatada em situações de acamamento de humanos, de voo espacial em 
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humanos e ratos, de suspensão do membro traseiro e associada ao envelhecimento 
[247].  Esta acumulação de gordura no tecido muscular esquelético está relacionada com 
a reduzida capacidade que os músculos, em condições atróficas, possuem para oxidar 
ácidos gordos. De facto a β-oxidação dos ácidos gordos encontra-se, igualmente, 
diminuída em situações de acamamento e de envelhecimento, como evidenciado pelo 
decréscimo da actividade da 3-hidroxiacil-CoA-desidrogenase, uma enzima chave neste 
tipo de metabolismo [247]. Alguns autores [91, 247] têm explicado esta alteração no 
catabolismo lipidico através do incremento da acetil-CoA e da malonil-CoA paralelamente 
à elevada actividade glicolitica observada em músculos em situações de ausência de 
carga. De facto, a malonil-CoA em elevadas concentrações parece ser responsável pela 
inibição da carnitina-palmitoil-transferase (CPT I) impedindo assim o transporte dos 
ácidos gordos para a matrix mitocondrial e, consequentemente, a sua oxidação [91, 247]. 
Adicionalmente, foi observado após o voo espacial um aumento da actividade média da 
ATPase miofibrilar das fibras tipo II e num aumento da actividade da α-glicerol-fosfato 
desidrogenase (GPD) em cerca de 80% em fibras tipo I [84]. No músculo gastrocnemius, 
que é solicitado para manter a postura e para realizar exercício de baixa e de elevada 
intensidade, verificou-se um aumento da expressão de enzimas, quer para a fosforilação 
oxidativa (subunidades I e III da citocromo oxidase, citocromo b e subunidade 6 da 
ATPase), quer da glicólise (GAPDH, fosfoglicerato mutase e aldolase A). A creatina 
cinase, que catalisa a rápida disponibilização de energia, foi igualmente bastante 
expressa neste músculo em condições atróficas [63, 231, 244]. St-Amand et al. [244] 
verificaram ainda, uma diminuição da expressão genética de enzimas envolvidas na 
produção oxidativa de ATP tais como as subunidades β, δ, γ da ATP sintase e da 
subunidade VIII-h da citocromo c oxidase, entre outras. Assim, dada a diminuição do 
fornecimento de energia por via oxidativa, o fluxo glicolítico parece ainda ser aumentado 
pela diminuição da actividade da fosfatase 1, que inactiva a fosforilase, enzima 
responsável pela degradação do glicogénio a glucose [244].  
De uma forma geral, estes estudos sugerem que as condições de atrofia induzem uma 
alteração do metabolismo aeróbio para o anaeróbio, com aumento do contributo da 
degradação de substratos energéticos pela via glicolítica em detrimento da via oxidativa. 
 
 
 
 
 
 6. Fisiopatologia da atrofia muscular esquelética 
 
Os mecanismos de adaptação celular são da maior relevância na definição da resposta 
muscular a alterações de actividade contráctil. As fibras musculares são estruturas 
celulares multinucleadas pós-mitóticas, e oferecem a possibilidade de regulação da 
expressão proteica não só por modificação diferencial do padrão e/ou quantidade de 
expressão genética mas também por alteração no número total de mionúcleos 
disponíveis para essa mesma expressão genética. Neste contexto, os processos 
proteolíticos e de morte celular, sem descurar as vias sinalizadoras aos quais estão 
acoplados, parecem assumir a maior relevância na explicação da ocorrência e 
progressão da resposta  muscular atrófica. Deste modo, segue-se uma análise da 
literatura relativa à manifestação destes fenómenos fisiológicos em condições indutoras 
de atrofia muscular. 
 
 
6.1. Alterações anabólicas vs catabólicas  
 
As fibras musculares esqueléticas estão sujeitas a stresses mecânicos e metabólicos 
decorrentes de alterações no padrão de actividade muscular, que contribuem para uma 
constante adulteração com disfunção de proteínas celulares as quais, 
consequentemente, necessitam de ser continuamente degradas e ressintetizadas de 
forma a manter o normal funcionamento da célula, que poderá ter maior expressão nas 
células pós-mitóticas [213, 278]. Diminuições ou aumentos sustentados de actividade 
física induzem a adaptação da fibra muscular, por alteração quantitativas e qualitativas da 
expressão proteica as quais podem influenciar o tamanho da fibra [37, 48, 138, 160, 181, 
208, 213]. O desenvolvimento destas respostas adaptativas reflecte, em termos gerais, o 
balanço total entre a degradação e a síntese proteica [19, 37, 120, 138, 171, 181, 188, 
213].  
Chopard et al. [54] efectuaram uma análise quantitativa de diferentes proteínas do 
citoesqueleto e observaram diferentes alterações dependendo do tipo de músculo, da 
duração da suspensão do membro traseiro e da localização da proteína. Por exemplo, 
verificaram uma diminuição em 17 e 24% de actina e miosina, respectivamente, no 
músculo soleus após 6 semanas de suspensão do membro traseiro, o que confirma a 
maior susceptibilidade à inactividade e/ou ausência de carga deste músculo 
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comparativamente com um músculo mais rápido como o extensor digitorium longus 
(EDL). Na desnervação, à semelhança da suspensão do membro traseiro, o músculo 
soleus desenvolve uma atrofia mais acentuada do que o músculo EDL. Neste modelo 
experimental também é observada uma rápida diminuição da síntese proteica [131] e um 
aumento da proteólise no músculo soleus [100]. 
 
Embora seja consensual que a atrofia muscular esteja associada a um balanço proteico 
negativo, a forma como este desequilíbrio é atingido e qual o seu impacto nas proteínas 
musculares estruturais, nomeadamente na expressão de MHC e de actina, permanece 
por clarificar [19, 53, 118]. A expressão destas proteínas pode ser regulada a vários 
níveis, desde o gene à proteína final, incluindo: processos trancripcionais, pós-
transcripcionais, pré-traducionais (que condicionam o nível quantitativo de expressão do 
mRNA), traducionais (que modulam a conversão de mRNA em proteína) e pós-
traducionais/degradativos, que regulam a estabilidade ou semi-vida da proteína final 
[118]. Giger et al. [105] registaram diferenças significativas nos níveis de pré-mRNA da 
isoforma MHC tipo I no músculo soleus após 7 dias de suspensão do membro traseiro, o 
que sugere o envolvimento de processos reguladores ao nível transcripcional. No mesmo 
músculo, e apenas após 6 horas de ausência de carga, também foi constatada uma 
diminuição do teor em MHC I, embora os níveis de mRNA respectivo tenham 
permanecido praticamente inalterados. Uma resposta semelhante foi reconhecida na 
desnervação [121, 131]. Adicionalmente, foi registada uma diminuição significativa da 
concentração de RNA total em músculos atróficos, especialmente nas fases iniciais. A 
diminuição no RNA total, a maioria do qual ribossomal, representa uma redução na 
maquinaria necessária para a tradução do mRNA em proteína [118]. Estas evidências 
sugerem que a atrofia muscular esquelética e a concomitante perda proteica estão 
acopladas primariamente à regulação dos níveis de mRNA de substratos chave, 
juntamente com a maquinaria que os traduz [36, 90, 120, 131]. 
Cada uma das fases do processo de tradução do mRNA a proteína envolve numerosos 
factores proteicos reguladores [131, 140]. A iniciação é o primeiro local de regulação da 
maioria do mRNA da célula, mesmo em condições de desuso muscular [121, 131]. O 4E-
BP-1 é um factor interveniente na iniciação traducional que, quando não fosforilado, actua 
como um forte inibidor desta etapa da tradução por ligação ao factor de iniciação 
eucariótico eIF-4E. Constatou-se que a quantidade de 4E-BP-1 ligado ao eIF-4E aumenta 
no gastrocnemius de rato após 14 dias de ausência de carga, o que sugere o 
envolvimento deste factor na inibição da síntese proteica durante a atrofia muscular 
esquelética [121, 140]. Adicionalmente, verificou-se que a regulação da etapa de 
elongação da cadeia polipeptídica nascente ao nível ribossomal [194] também comporta 
alterações em condições de microgravidade. Apurou-se, por exemplo, que o mRNA da 
cinase do factor de elongação eucariótico 2 (eEF2K), outro inibidor da síntese proteica, é 
sobreexpresso após 4 dias de ausência de carga. O resultante aumento da fosforilação 
de eEF2 por eEF2K induz uma redução global da capacidade ribossomal e, 
consequentemente, leva a uma diminuição da capacidade de síntese proteica [121, 140]. 
No entanto, a regulação destes factores envolvidos na tradução parece diferir entre os 
vários modelos de atrofia muscular esquelética e entre os diferentes tipos de músculo 
analisados [131].  
 
O recrutamento da maquinaria proteolítica é grandemente responsável pela deterioração 
muscular observada em várias condições catabólicas (como por exemplo, cancro, sepsis, 
diabetes e trauma, entre outras) e em situações de ausência de carga  [31, 48, 57, 160, 
181, 208, 213, 255]. Em todos os tipos de atrofia muscular, um conjunto comum de 
adaptações transcripcionais e de alterações bioquímicas aumenta a capacidade da célula 
para a degradação proteica [31, 48, 161, 208]. À semelhança de outros tecidos, o 
músculo esquelético contém vários sistemas proteolíticos (figura 3) contribuindo, cada um 
dos quais, de forma diferente para o desenvolvimento e progressão da resposta atrófica 
muscular esquelética [100, 138, 207, 238, 261].  
 
 
 
Figura 3: Sistemas proteolíticos conhecidos implicados na atrofia muscular: o 
sistema das calpaínas (A), o sistema lisossomal (catepsinas, B) e o sistema 
ubiquitina-proteassoma (C) (adaptado de Jackman e Kandarian [140]). 
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A via lisossomal, mediada por proteases (catepsinas) localizadas nestes organelos, foi 
das primeiras a ser envolvida em condições fisiopatológicas caracterizadas por um 
aumento da proteólise no músculo esquelético [56, 140]. Estas proteases habitualmente 
não degradam proteínas citosólicas, como as miofibrilares, mas actuam sobretudo sobre 
proteínas membranares, incluindo receptores, ligandos, canais e transportadores [35, 57, 
140]. Este mecanismo proteolítico está particularmente associado à degradação de 
proteínas com origem extracelular [35, 56, 57]. Adicionalmente, o músculo contém 
quantidades significativas de proteases activadas por Ca2+, as calpainas, que também 
assistem no processo atrófico [22, 100, 140, 207, 254, 261]. A actividade destas 
proteases parece ser regulada por fosforilação e é altamente inibida pela calpastatina, um 
inibidor endógeno específico [67]. Mais recentemente, constatou-se que uma elevada 
percentagem da proteólise intracelular no músculo esquelético, assim como noutros 
tecidos, envolve um processo dependente de ATP em que participa um cofactor 
polipeptídico, a ubiquitina, e um grande sistema proteásico, o proteassoma [35, 57, 100, 
108, 110, 140, 207, 238, 261]. Foi ainda descrita uma quarta via proteolítica, 
independente de energia mas cuja base bioquímica é ainda pouco conhecida [100, 207, 
239, 261].  
Dos processos proteolíticos acima descritos, os mecanismos não lisossomais parecem 
ser os principais responsáveis pelo turnover, altamente selectivo, das proteínas 
intracelulares em condições metabólicas basais [56, 57, 108]. Em condições atróficas, a 
via da ubiquitina-proteassoma também parece ser um importante contribuinte para a 
proteólise muscular, promovendo um mecanismo dinâmico de degradação selectiva de 
proteínas reguladoras e estruturais [108, 213, 255]. As catepsinas e as calpaínas embora 
também activadas, parecem desempenhar um papel quantitativamente menor [255] mas 
de aparente relevância dado que o sistema da ubiquitina-proteassoma não actua sobre 
miofibrilas intactas [140, 188]. As calpaínas, por exemplo, apesar de incapazes de 
degradar a actina e a miosina, têm como substratos conhecidos as proteínas envolvidas 
na organização das miofibrilas, tais como a titina, a vinculina, a nebulina entre outras 
[133, 140, 254], o que sugere o envolvimento destas proteases Ca2+ -dependentes nas 
fases iniciais da lise das proteínas miofibrilares e do citoesqueleto [159, 254] (figura 4). 
Assim, uma estimulação coordenada dos processos lisossomais com a via da ubiquitina-
proteassoma, com as calpaínas ou com ambas parece prevalecer nos vários modelos de 
deterioração muscular [24]. 
 
 
 Figura 4: Modelo geral. Após a quebra das proteínas sarcoméricas pelas 
calpaínas, os vários fragmentos produzidos podem ser directamente 
direccionados para uma das duas vias possíveis de acordo com o sinal 
recebido: (1) no caso de um sinal atrófico, são enviados para o proteassoma 
para degradação adicional, levando a atrofia muscular; (2) na ausência de tal 
sinal, eles podem ser reincorporados / substituídos no sarcómero de modo a 
adaptar-se a novas condições (adaptado de Bartoli e Richard [22]). 
 
 
A via da ubiquitina é constitutivamente expressa nas fibras musculares e medeia tanto 
eventos sinalizadores intracelulares como o normal turnover proteico [56, 108, 160, 213]. 
No entanto, o défice proteico induzido pela alteração dos sinais relacionados com a 
actividade física parece ser exacerbado pelo aumento da expressão genética de enzimas 
envolvidas na ubiquitinação de proteínas alvo [121, 208, 213]. Embora, na última década, 
este sistema enzimático tenha sido implicado na remodelação das fibras musculares, 
evidências sólidas que suportam esta noção só foram adquiridas nos últimos anos [110, 
238, 277]. Os primeiros trabalhos evidenciam um aumento dos níveis de proteínas 
ubiquitinadas em músculos atrofiados em resposta à desnervação ou à fome [108, 277], 
tendo-se posteriormente registado uma resposta análoga em condições de sépsis [108, 
266] e cancro [108, 167]. Paralelamente a este aumento dos níveis de ubiquitina, foi 
registado no músculo esquelético em condições de microgravidade, um aumento da 
actividade do proteassoma [136, 213]. 
Este sistema é caracterizado pela acção concertada de enzimas que ligam cadeias do 
cofactor polipeptídico ubiquitina a proteínas lesadas e/ou mal formadas, marcando-as 
para posterior degradação pelo proteassoma 26S [35, 48, 56, 108, 124, 181, 208, 213, 
255]. Três componentes enzimáticos são requeridos para ligar as cadeias de ubiquitina a 
proteínas destinadas à degradação: E1 (enzima de activação da ubiquitina), E2s 
                                                                                                                           Revisão da Literatura 
35 
(proteínas de conjugação ou transportadoras da ubiquitina) e E3 (ligase da ubiquitina). 
Este processo tem início com a activação da extremidade carboxilo da ubiquitina, via 
conversão a um éster tiol, pela enzima E1. A ubiquitina activada é então transferida pela 
E1 para uma família de proteínas transportadoras, as proteínas E2, e o grupo carboxilo 
da ubiquitina é então acoplado, pela proteína ligase E3, ao grupo ε-amino de lisinas 
existentes na proteína substrato. A E3 parece exercer um papel crítico na selecção das 
proteínas para conjugação e subsequente degradação [35, 48, 56, 57, 108, 110, 124, 
140, 238, 255, 277]. As reacções de conjugação da ubiquitina são repetidas, formando 
uma cadeia de 5 ou mais ubiquitinas ligadas entre si e à proteína alvo. Esta sinalização 
da proteína induz a sua rápida degradação pelo proteassoma 26S [56, 108, 140, 181, 
213, 255, 277]. No entanto, se a proteína substrato é mono- ou di-ubiquitinada, então 
esta será degradada por via lisossomal [140]. Desta forma, foi sugerido que os sistemas 
lisossomal e da ubiquitina-proteassoma actuam conjuntamente na eliminação de 
substratos proteicos específicos [140]. O sinal que determina se as proteínas são 
degradadas pelo sistema lisossomal ou pelo proteassoma depende do tipo de 
ubiquitinação que ocorre [140], pelo que as enzimas que controlam o grau de 
ubiquitinação de proteínas constituem importantes locais de activação por estímulos 
atróficos [277]. Assim, os componentes da via da ubiquitina-proteassoma afiguram-se 
como potenciais alvos de modulação por drogas, no âmbito da prevenção terapêutica da 
deterioração muscular associada a muitas desordens clínicas [188, 277].  
 
Recentemente, tem-se prestado particular atenção ao aumento da expressão de ligases 
da ubiquitina em condições de desuso muscular dado que, de todas as proteínas 
envolvidas na via da ubiquitina-proteassoma, estas parecem apresentar a maior 
especificidade tecidual e de substrato [140]. Bodine et al. [34], encontraram diferenças no 
padrão de expressão genética entre músculos sujeitos a diferentes condições atróficas 
como ausência de carga, imobilização e desnervação. A procura de proteínas chave 
responsáveis pela activação da proteólise nestas condições conduziram a três 
importantes candidatos e potenciais alvos terapêuticos: E3α, atrogina-1/MAFbx (Muscle 
Atrophy F-Box protein) e MuRF1 (Muscle-specific RING Finger protein 1) [22, 34, 107, 
159, 160, 277].  E3α (também designada de UBR1) foi das primeiras proteínas a ser 
comprometida no processo atrófico [48, 159, 238, 239, 277]. Esta grande ligase (200kDa) 
actua juntamente com a proteína transportadora de ubiquitina E214k, e pensa-se que 
reconhece proteínas substrato que se iniciam com aminoácidos básicos ou hidrofóbicos 
não bloqueados [48, 238]. Contudo, a maioria das proteínas celulares começam com 
metionina e são acetiladas, o que dificulta a ubiquitinação de proteínas específicas no 
músculo. Assim, deverá existir um sistema proteolítico, ainda não conhecido, que clive as 
proteínas musculares e gere resíduos amino-terminais livres passíveis de serem 
reconhecidos por E3α [48]. Neste contexto, as calpaínas e as caspases apresentam-se 
como as melhores candidatas a tais endoproteases [48, 140, 159]. As caspases podem 
mimetizar as calpaínas ao tornarem as proteínas miofibrilares disponíveis para a 
ubiquitinação [140]. A caspase-3, por exemplo, é conhecida pela sua capacidade em 
quebrar a cadeia leve de miosina e, mais recentemente, verificou-se que também actua 
sobre o complexo actomiosina purificado in vitro [48, 140].   
A atrogina-1 é o componente responsável pela ligação da proteína substrato a ser 
ubiquitinada à E3 e à maquinaria de ubiquitinação [48, 110, 159]. A expressão desta 
proteína de 42kDa foi inicialmente restringida ao músculo cardíaco embora o mesmo 
gene, designado de MAFbx, tenha sido encontrado, por outros investigadores, em 
músculos esqueléticos atróficos sujeitos a desnervação, a imobilização e a suspensão do 
membro traseiro [34, 171]. Ratinhos knock-out do gene MAFbx mostraram-se resistentes 
à atrofia por desnervação, evidenciando menos 56% de perda de peso muscular após 14 
dias [34]. Esta proteína parece actuar nas fases iniciais do processo atrófico induzido por 
imobilização ou por tratamento com glucocorticóides, e na manutenção de uma proteólise 
acelerada [48, 107, 110]. Como potenciais substratos de MAFbx constam-se o MyoD e a 
calcineurina [107].  
Bodine et al. [34] identificaram outra E3, a MuRF1, nos seus modelos experimentais de 
atrofia muscular esquelética. Constataram que os ratinhos que não expressavam MuRF1 
estavam protegidos da atrofia muscular induzida pela desnervação, embora a um menor 
grau do que os ratinhos sem atrogina-1. A MuRF1, bem como outros elementos desta 
família de proteínas, tem sido associada à titina miofibrilar, na linha M, o que sugere que 
as proteínas MuRF podem ligar-se e marcar componentes do aparelho miofibrilar para 
posterior degradação no músculo esquelético em condições atróficas [34, 107, 159, 277].  
A actividade coordenada destas múltiplas enzimas, cada uma com a sua função, parece 
estar envolvida na remoção dos distintos componentes celulares [159]. 
 
Muitos dos factores fisiológicos que activam a degradação proteica muscular actuam por 
modulação da expressão de várias enzimas que controlam a ubiquitinação. Hormonas 
como a insulina, IGF-1 (insulin growth factor 1), glucocorticóides e hormonas tiroideias 
exercem uma influência conhecida na degradação proteica [181, 277]. Deficiência em 
insulina resulta no aumento da expressão de ubiquitina, E214k, atrogina-1/MAFbx, E3, 
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entre outras. Os glucocorticóides promovem o catabolismo, nomeadamente associado a 
várias condições de atrofia  [140], ao agravar a expressão de muitos dos componentes da 
via da ubiquitina [181, 277]. Adicionalmente, Bechet et al. [24], constataram uma sobre-
regulação do mRNA de catepsina L, reconhecida por estes investigadores como 
marcador de atrofia muscular, em músculo esquelético de rato tratado com um análogo 
de glucocortidóides, a dexametasona. Paralelamente à estimulação da proteólise, os 
glucocorticóides também actuam por inibição da síntese proteica [181]. O tratamento com 
a hormona triiodotironina (T3) induz o aumento da ubiquitinação dependente de E3α 
[238]. Relativamente às citocinas, estas têm sido envolvidas na mediação da resposta 
catabólica associada à sépsis e ao cancro. As citocinas activam o factor de transcrição 
NF-kB por estimulação da fosforilação do inibidor IkBα, libertando assim o NF-kB [22, 44, 
108, 140, 164, 238, 277]. Esta via de sinalização, envolvida na transcrição de uma vasta 
gama de genes associados, por exemplo, à resposta imunológica e inflamatória, à 
sobrevivência e à adesão celular [135, 164], é aparentemente regulada pela via da 
ubiquitina-proteassoma em condições de ausência de carga [135, 140, 213]. 
Efectivamente, registou-se um aumento da actividade da proteína p50 da família NF-kB 
no soleus de animais sujeitos a condições de microgravidade [171]. Hunter e Kandarian 
[134] confirmaram o envolvimento desta via de sinalização na alteração de fenótipo 
decorrente do desuso muscular. O papel deste factor de transcrição ainda está sob 
investigação, contudo foram sugeridos, como potenciais alvos do NF-kB no músculo 
esquelético, os genes anti-apoptóticos [135]. A intervenção do NF-kB na mediação do 
processo de deterioração muscular foi ainda reforçada pela observação de uma 
degradação muscular severa acoplada a um aumento da expressão de MuRF1 em 
ratinhos que sobreexpressavam IkB cinase [44]. A constatação de que a indução da 
expressão do proteassoma pode ser atenuada pela inibição da actividade NF-kB veio 
corroborar a percepção de que a inibição da via sinalizadora do NF-kB poderá constituir 
uma forma eficaz de amenizar a atrofia muscular esquelética [107].  
 
Embora seja claro que condições associadas a atrofia muscular estejam ligadas à 
activação do sistema ubiquitina-proteassoma, os mecanismos que levam à activação 
deste sistema no músculo permanecem por esclarecer [208]. Uma das razões para tal 
dificuldade reside no facto de ainda não se ter identificado o passo limitante da proteólise 
muscular [208]. Provavelmente, a função dos sistemas proteolíticos está interligada, pelo 
que a atrofia muscular esquelética parece envolver múltiplos eventos proteolíticos. 
Observações conclusivas a este respeito requererão estudos bioquímicos cuidados e a 
identificação das proteínas críticas degradadas por estas enzimas. Até à caracterização 
completa das actividades e dos substratos celulares destas enzimas proteolíticas parece 
ser difícil prever se os vários sistemas proteolíticos actuam em série ou em paralelo [48].  
 
 
6.2. Mecanismos de morte celular 
 
O aumento ou a diminuição da exigência muscular poderá induzir o tecido muscular 
esquelético a utilizar uma estratégia de adaptação celular alternativa aos mecanismos de 
síntese e degradação proteica. Efectivamente, constatou-se que no processo atrófico da 
fibra muscular existe uma redução de mionúcleos disponíveis para regular as proteínas 
nucleares enquanto que, durante a indução da hipertrofia das fibras, há um aumento 
progressivo da quantidade de DNA disponível para as fibras musculares [198, 284]. Esta 
modulação dinâmica do número mionuclear sugere que a exposição prolongada a 
condições que alteram a exigência muscular estimula uma estratégia adaptativa que 
parece ir além da sobre- ou sub-regulação imediata dos mRNAs e de eventos 
traducionais [7, 198].  
Os mecanismos subjacentes à perda de mionúcleos não estão totalmente esclarecidos 
[9, 83]. Como são eliminados selectivamente mionúcleos individuais sem a destruição de 
todos os núcleos ou de toda a miofibra, constitui uma questão que permanece por 
esclarecer [9]. Neste contexto, o envolvimento dos processos de morte celular na 
resposta atrófica muscular afigura-se como uma atraente abordagem no estudo desta 
fisiopatologia. A compreensão das vias celulares que culminam na perda de mionúcleos 
requer o reconhecimento diferencial dos tipos de morte celular: apoptose e autólise com 
consequente necrose [38]. Estes dois processos diferem fundamentalmente pelas suas 
características morfológicas, pelo envolvimento de diferentes mecanismos reguladores e 
pelo facto de possuírem significados biológicos distintos [3]. 
A apoptose é um processo de morte celular individual, regulado pela activação de um 
conjunto específico de genes [3, 7, 129, 217, 237]. Os acontecimentos típicos da 
apoptose estão amplamente documentados e apresentam-se constantes, 
independentemente do tipo de célula e genótipo analisado: encurrilhamento da 
membrana plsmática, inversão e externalização de fosfatidilserina, condensação nuclear 
e citoplasmática, quebra internucleossomal do DNA e, por último, fragmentação da célula 
em corpos apoptóticos, que são rapidamente e silenciosamente fagocitados pelos 
macrofagos residentes, evitando a ocorrência de uma reacção inflamatória local [3, 7, 87, 
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88, 101, 103, 129, 151, 158, 163, 209, 217, 224, 237, 263, 269]. A destruição regulada do 
núcleo constitui um dos cunhos específicos deste processo de morte celular grandemente 
dependente de energia, assíncrono e geneticamente controlado [4, 7, 9, 158]. Subjacente 
a estas alterações está a activação de endonucleases e de proteases citoplasmáticas, 
num processo modulado por genes reguladores com função pró- e anti-apoptótica [180, 
217, 237, 263].  
Em contraste com a apoptose, na autólise com consequente necrose observa-se uma 
extensa tumefacção das células com ruptura da membrana plasmática e consequente 
libertação do conteúdo celular, o que activa uma resposta inflamatória, 
subsequentemente à qual ocorre lesão tecidual secundária [3, 88, 129, 210, 263]. Este 
processo de morte celular decorre de condições não fisiológicas agudas e acidentais [7, 
88, 95, 129, 151, 209, 210, 263]. A magnitude do insulto inicial, mais do que o próprio tipo 
de estímulo, parece ser decisivo na via de morte celular que a célula segue [95].  
 
A apoptose é mediada pela actividade de proteases asparto-específicas dependentes da 
cisteína, as caspases, que quebram substratos alvo com vista à sua activação ou 
inactivação [25, 78, 151, 158, 209, 212]. Estas proteases formam uma cascata na qual a 
caspase “iniciadora” interage com moléculas adaptadoras específicas de modo a facilitar 
o seu processamento autocatalítico. Uma vez activas, estas proteases quebram e 
activam as enzimas subsequentes, isto é, as caspases “executoras” que orquestram o 
desmantelamento da célula [25, 158, 212]. A sequência de eventos que culmina na 
activação das caspases pode ser genericamente categorizada em duas vias: a via 
intrínseca e a via extrínseca.  
A via intrínseca tem a mitocôndria como o principal centro regulador [25, 78, 101, 209]. A 
permeabilização da membrana externa mitocondrial resulta na libertação de factores pró-
apoptóticos para o citosol. Estes incluem o citocromo c, Smac/Diablo, AIF e EndoG [2, 3, 
5, 25, 79, 80, 204, 263, 281]. O mecanismo preciso de libertação destes factores está 
ainda pouco esclarecido, contudo parece ser regulado pelas actividades antagónicas de 
elementos da família Bcl-2 [25, 86, 115, 158, 221]. Esta família reguladora da 
permeabilidade mitocondrial é constituída por membros pró-apoptóticos (Bax, Bak, Bok, 
Bad) e anti-apoptóticos (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w). A proporção relativa de proteínas pró- e 
anti-apoptóticas parece ser um factor relevante na determinação do destino da célula 
face a um estímulo pró-apoptótico [2, 4, 115, 215, 221]. Neste sentido, eventos dinâmicos 
de fosforilação/desfosforilação de, por exemplo, Bcl-2 e Bad, bem como alterações 
conformacionais servem para regular este balanço [86, 115]. A sobre-expressão de Bax 
induz à formação de poro mitocondrial permitindo a libertação de vários factores, 
nomeadamente de citocromo c [4]. Uma vez no citosol, o citocromo c liga-se a uma 
proteína adaptadora, Apaf-1, que se auto-oligomeriza e recruta a pró-caspase-9 para 
formar o complexo apoptossoma [25, 71, 158]. Esta estrutura promove o auto-
processamento da pró-caspase-9, que por sua vez recruta e quebra a pró-caspase-3 que, 
depois de libertada no citosol, degrada proteoliticamente substratos alvo [25, 71]. O AIF 
acompanha a saída de citocromo c, sendo posteriormente translocado para o núcleo 
onde participa na condensação da cromatina [71]. A proteína mitocondrial Smac/Diablo 
uma vez no citosol parece actuar na neutralização da actividade inibitória das proteínas 
da família IAP (proteínas inibidoras da apoptose), particularmente da XIAP, sobre as 
caspases [5]. 
 
A via extrínseca pode ser iniciada por um dos vários receptores de morte existentes à 
superfície da célula quando activado pelo respectivo ligando. O receptor 1 do factor de 
necrose tumoral (TNFR1) e os receptores Fas contêm domínios de morte e recrutam 
moléculas que se adaptam a estes domínios, o domínio de morte associado ao TNFR1 
(TRADD) e o domínio de morte associado ao Fas (FADD), respectivamente. Interacções 
homotípicas entre os domínios de morte de Fas e FADD induzem o recrutamento e auto-
activação da pró-caspase-8. Na sinalização por TNF, o TRADD recruta FADD seguindo-
se a formação e libertação do complexo TNFR1 para que a activação da pró-caspase-8 
ocorra [4, 25, 115, 158] (figura 5). A caspase-8 activa, propaga o sinal apoptótico por 
activação de caspases efectoras tais como a caspase-3 e -7 [27]. Para além deste papel 
iniciador, a caspase-8 também amplifica a cascata proteolítica ao quebrar o factor 
citoplasmático Bid, uma proteína pró-apoptótica pertencente à família Bcl-2. O Bid 
truncado (tBid) desloca-se para a mitocôndria onde interactua com o Bax para iniciar a 
via mitocondrial da apoptose [4, 27, 115]. A caspase-8 também pode actuar como 
caspase efectora ao nível nuclear dado que cliva o PARP-2, um membro da família poly 
(ADP-ribose) polymerase envolvido na reparação do DNA [27]. Assim sendo, esta 
caspase intervém de várias formas no processo apoptótico, como iniciadora, 
amplificadora e efectora deste mecanismo de morte celular [27, 86].  
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Figura 5: Activação das caspases por receptores de morte da superfície celular 
(adaptado de Budihardjo et al.[43]). 
 
 
Também o stresse do retículo endoplasmático pode contribuir parcialmente para a 
apoptose ao libertar o cálcio para o citoplasma, activando assim a pró-caspase-12. Esta 
via intrínseca de activação das caspases, alternativa à via mitocondrial induz, à 
semelhança das vias acima descritas, a reorganização do citoesqueleto, interrompe a 
replicação e reparação do DNA, quebra a estrutura nuclear e desintegra a célula em 
corpos apoptóticos [2, 25, 78]. 
 
No processo apoptótico vários factores reguladores intervêm, alguns do quais têm 
merecido particular atenção na literatura, salientando-se o factor de transcrição p53. O 
p53 é o supressor tumoral mais extensamente estudado e a sua principal acção prende-
se com a mediação de processos anti-proliferativos em resposta a diversas formas de 
stresse celular [98], prevenindo a propagação de células lesadas [62]. Este factor de 
transcrição liga-se ao DNA em sequências específicas, promovendo a expressão de 
numerosos genes envolvidos na apoptose, incluindo os que codificam os receptores de 
morte, os membros pró-apoptóticos da família Bcl-2, proteínas envolvidas na maquinaria 
celular apoptótica, como é o caso da Apaf-1 e membros da família Hsp como, por 
exemplo, a Hsp70 [52, 62, 98, 146, 221]. Embora a maioria dos efeitos do p53 envolvam 
a sua função como factor de transcrição, trabalhos recentes sugerem que esta proteína 
pode, por si só, induzir a apoptose independentemente de nova síntese proteica. Esta 
indução da apoptose pelo p53, independente da transcrição, requer a presença de Bax e 
envolve a libertação de citocromo c e consequente activação de caspases na ausência 
de influências nucleares. Esta constatação sugere que o p53 tem a capacidade de activar 
o programa apoptótico directamente do citoplasma [52]. 
 
Adicionalmente, a regulação dos processos de morte celular abrange a participação de 
um grupo de proteínas conhecidas como proteínas de choque térmico [25]. As proteínas 
de choque térmico (Hsp) têm um papel importante em vários processos celulares ao 
ligarem-se a proteínas inactivas ou mal formadas e ao prevenir a sua agregação, 
promovendo assim a renaturação das mesmas [87, 101, 163, 194, 285] e protegendo as 
células de estímulos indutores de morte celular [101, 163]. No entanto, quando as Hsp 
são sobre-reguladas, podem induzir a morte celular por apoptose, em vez da morte 
necrótica, promovendo a tolerância. Se são sobre-reguladas e libertadas durante o 
processo necrótico, então induzem uma acentuada resposta imune [87]. 
Estas proteínas são altamente conservadas entre as espécies e são caracterizadas por 
um rápido aumento na sua expressão quando as células são expostas a condições de 
stresse como, por exemplo, aumento da temperatura, hipoxia, isquemia, privação de 
glucose, contacto com metais pesados ou venenos metabólicos [87, 199]. Conhecem-se 
várias Hsps com diferentes funções, nomeadamente Hsps de baixo peso molecular 
(como a ubiquitina que participa na degradação proteica, a alpha β-cristalina, a Hsp20 e a 
Hsp27) e as Hsp70, Hsp60 e Hsp90 [87]. A Hsp70, por exemplo, parece exercer várias 
acções na protecção celular contra a apoptose, nomeadamente por prevenir o 
recrutamento de pró-caspase-9 e -3 para o complexo apoptossoma, prevenindo assim a 
formação de um apoptossoma funcional [146]. Esta Hsp parece actuar por ligação a 
proteínas do ciclo celular e pró-apoptóticas como o p53, Cdk4, pRb ou o c-Myc [146, 
285]. Adicionalmente, este chaperone molecular, conjuntamente com a Hsp27 e com as 
proteínas da família Bcl-2, constituem poderosos inibidores da necrose por actuarem 
directa (Bcl-2/Bcl-XL) ou indirectamente (Hsp70/Hsp27) sobre a mitocôndria [210]. Os 
chaperones mitocondriais Hsp60 e Hsp10 podem participar na amplificação da cascata 
das caspases no citosol [221]. No entanto, ainda muito permanece por esclarecer 
relativamente à forma como as Hsps intervêm nos processos de proliferação celular e de 
apoptose. 
 
A análise dos processos de morte celular torna-se ainda mais complicada, quando 
perspectivada no músculo esquelético, uma vez que as fibras esqueléticas são únicas no 
facto de serem verdadeiramente multinucleadas [9, 209]. Os mecanismos de morte 
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celular envolvidos na eliminação selectiva de mionúcleos da fibra muscular esquelética 
devem apresentar algumas particularidades inerentes ao tecido em causa. Numa fibra 
muscular esquelética, multinucleada, cada núcleo parece controlar uma porção do 
volume de sarcoplasma da fibra pela qual é rodeado, designada por domínio nuclear [8, 
81, 128, 183, 237]. A diminuição do tamanho da fibra pode estar associada a uma 
diminuição do número total de mionúcleos, a uma diminuição do tamanho de cada 
domínio mionuclear ou a ambos os efeitos. Alguns autores [9, 237] constataram que a 
diminuição do volume da fibra se deve a uma diminuição do tamanho do domínio 
mionuclear. Mais recentemente, Mitchell e Pavlath [183] sugeriram que durante a atrofia, 
dado que as exigências transcripcionais e traducionais colocadas aos mionúcleos são 
atenuadas, as fibras respondem por eliminação dos mesmos, mantendo assim um 
domínio mionuclear constante. Alguns investigadores sugerem ainda que os mionúcleos 
individuais, em miofibras adultas de controlo ou em regeneração, são capazes de 
transcrição independente [9]. Tudo indica que a transcrição seja espaço-temporalmente 
distinta em mionúcleos individuais e que ocorra de uma forma estocástica ou pulsativa. 
Cada mionúcleo individual pode expressar proteínas diferentes das dos demais 
mionúcleos vizinhos o que sugere que os mionúcleos respondem diferentemente a 
estímulos diversos [9]. Adicionalmente, constatou-se que a resposta mionuclear é 
específica do tipo de fibra. Diversos estudos [10, 81, 128] registaram uma maior 
diminuição no número de mionúcleos em fibras que expressam isoformas MHC do tipo I, 
relativamente às do tipo II, numa situação de carga diminuída. A análise de vários dados 
experimentais sugerem que a diminuição no número de mionúcleos pode preceder uma 
mudança completa da expressão de isoformas MHC lentas para rápidas [10, 128]. 
 
O significado e prevalência dos mecanismos de morte celular em células diferenciadas e 
multinucleadas, como as fibras musculares esqueléticas, tem sido um assunto discutido 
na literatura corrente com alguma controvérsia [7, 14, 264]. Efectivamente, a presença de 
múltiplos núcleos num citoplasma comum e não dividido tem levantado questões 
intrigantes relativamente ao possível papel dos mionúcleos na resposta do músculo 
esquelético a diferentes estímulos [7, 9]. Neste contexto, a apoptose afigura-se como o 
mecanismo de morte celular principal subjacente a esta perda selectiva de mionúcleos e 
do respectivo domínio nuclear [3, 4, 128, 236]. No entanto, a definição da importância 
relativa da apoptose nuclear na fibra muscular é substancialmente complicada pela 
presença de centenas de mionúcleos em cada fibra muscular. Alguns núcleos, numa 
única célula, podem ser marcados para a morte enquanto outros não são afectados [3]. 
Então, uma forma modificada de “morte nuclear” com a destruição do domínio 
correspondente sem a subsequente destruição total da fibra, poderá ser responsável pela 
eliminação de mionúcleos das fibras multinucleadas [3, 9, 38, 81, 128, 209, 235]. De 
facto, a apoptose de mionúcleos individuais tem sido registada numa série de estados 
patológicos musculares; por exemplo, foi observada em ratinhos mdx distróficos [217] e 
no músculo esquelético de ratos com insuficiência cardíaca [165, 270]. Allen et al. [9] 
quantificaram a incidência de núcleos positivos por marcação TDT (terminal 
desoxinucleotidil transferase) um indicador da fragmentação da dupla cadeia do DNA 
sugestiva da apoptose, em músculos soleus de ratos controlo e com suspensão do 
membro traseiro. O número de núcleos TDT positivos total era significativamente maior 
em ratos com suspensão do membro traseiro relativamente ao controlo. Também 
utilizando microscopia confocal, foi observado um número significativamente maior de 
mionúcleos morfologicamente anormais em músculos de ratos com suspensão do 
membro traseiro [183]. Estas observações, juntamente com outras de estudos utilizando 
marcadores nucleares apoptóticos, suportam a hipótese de que a eliminação apoptótica 
dos mionúcleos constitui um mecanismo que contribui para a diminuição do número dos 
mesmos observada durante a atrofia da fibra muscular esquelética [183, 263]. Este 
fenómeno é acompanhado, entre outras alterações, por um aumento dos níveis de 
caspase-3 e por uma diminuição dos níveis de Bcl-2 [165], com consequente libertação 
do citocromo c pela mitocôndria [3, 78, 151, 209, 263, 269]. 
 
Embora algumas proteínas solúveis não sejam reguladas por um domínio, a miosina é 
limitada ao seu domínio nuclear. Este conceito é muito importante na explicação e 
interpretação das desordens musculares e na expressão genética destas células [128]. A 
diminuição da actividade transcripcional, observada em situações de microgravidade, 
pode resultar de uma redução da actividade transcripcional por mionúcleo, de uma 
diminuição do número de mionúcleos por fibra ou de ambos os efeitos [3, 10].  
Primeau et al. [209] sugerem que, no músculo humano, as fibras tipo I estão mais 
protegidas da ocorrência de apoptose pelo facto de terem um maior teor mitocondrial e, 
consequentemente, um maior índice de Bcl-2. No entanto, este efeito poderá ser 
contrariado pela maior velocidade de produção de ROS (espécies reactivas de oxigénio) 
que se verifica neste tipo de fibras. Efectivamente, as fibras tipo I evidenciam um maior 
grau de atrofia relativamente às tipo II, numa situação de ausência de carga [128, 209]. 
Alguns estudos mostram um maior número de núcleos em fibras de contracção lenta 
comparativamente às de contracção rápida, o que pode estar relacionado com uma maior 
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velocidade de turnover proteico que ocorre nas fibras tipo I. Nos mamíferos, estas fibras 
são as primeiras a serem recrutadas entre os vários tipos de fibras, resultando numa 
maior carga metabólica para as fibras tipo I relativamente às tipo II, o que talvez requeira 
um maior controlo nuclear do que nas fibras rápidas tipo II, que são menos 
frequentemente recrutadas [128]. Por outro lado, alguns autores [165, 270] verificaram 
que, em sujeitos com insuficiência cardíaca, os músculos rápidos são mais susceptíveis à 
ocorrência de apoptose.  
 
Embora a apoptose seja apontada como um mecanismo fulcral associado a situações 
atróficas, outros processos celulares têm sido estudados no contexto da atrofia muscular 
esquelética. Neste sentido, a indução de lesões estruturais, necrose, inflamação e 
deterioração funcional é observada quando o músculo é submetido a modificações de 
carga mecânica [38]. A autólise com a consequente necrose é um processo de morte 
celular associado particularmente a condições patológicas [95, 151, 209, 210, 263]. Á 
semelhança da apoptose, a mitocôndria parece desempenhar um papel fulcral na 
activação da via autolítica, de degradação nuclear e celular [209, 237]. Por exemplo, na 
distrofia muscular de Duchenne (DMD), que ocorre devido a uma deficiência de distrofina, 
observa-se uma morfologia aberrante da mitocôndria bem como uma elevação patológica 
dos níveis de cálcio intracelular e inflamação tecidual, características que implicam a 
autólise e a necrose na ocorrência de atrofia muscular nesta distrofia [3]. No entanto, os 
mecanismos subjacentes à invasão de células inflamatórias e subsequente necrose 
muscular nestas situações não estão completamente esclarecidos [38]. A possibilidade 
de a invasão das células inflamatórias contribuírem para a lesão muscular numa situação 
de atrofia muscular é suportada pela observação da elevação significativa da 
concentração de neutrófilos e de macrófagos que ocorre em períodos de tempo em que 
se observam sinais estruturais de lesão e necrose da fibra [16, 38, 149]. Appell et al. [14] 
obtiveram evidências experimentais indiciais do envolvimento da necrose na deterioração 
muscular observada no soleus de ratinho após uma semana de imobilização. Mais ainda, 
as manifestações morfológicas e bioquímicas registadas por estes autores, sugerem que 
este processo necrótico é seguido por uma reacção inflamatória. 
Uma exacerbação na lesão muscular é aparentemente iniciada por um aumento do 
stresse mecânico e consequente invasão por células inflamatórias por reposição da carga 
após o processo atrófico. Observações morfológicas obtidas in vitro e in vivo indicam que 
os leucócitos podem, de facto, acentuar a lesão muscular por libertarem radicais livres 
e/ou enzimas proteolíticas [96]. Frenette et al. [97], concluíram ainda que, no modelo de 
suspensão do membro traseiro seguido de reposição de carga, o aumento da 
concentração de células inflamatórias não está associado a qualquer diminuição da força 
muscular e que a incapacidade de activar o sistema contráctil constitui o mecanismo 
primário para a perda de produção de força logo após a reposição da carga. Frenette et 
al. [96] verificaram ainda que a lesão muscular, que ocorre após a restauração da carga, 
resulta em parte da activação do sistema do complemento.  
 
Com o melhoramento dos métodos de diferenciação da apoptose e autólise (com 
necrose), obtiveram-se evidências morfológicas e bioquímicas que sugerem a 
coexistência na mesma célula, de ambas as formas de morte celular [210]. Esta 
constatação aponta para a existência de um espectro de programas de morte na célula, 
com as “clássicas” necrose, associada à autólise, e a apoptose nas extremidades desse 
mesmo espectro [210]. Formigli et al. [95] também sugeriram que a apoptose e a necrose 
decorrente da autólise não têm de ser necessariamente duas vias independentes mas 
podem apresentar eventos comuns, relativamente à via de tradução de sinal e nas fases 
iniciais do processo de morte celular. Os mesmos autores observaram ainda, em culturas 
de células expostas a estímulos hipóxicos severos, uma forma de morte celular 
intermédia entre a apoptose e a autólise. Borisov e Carlson [38] analisaram a resposta 
atrófica associada à desnervação do músculo esquelético e os resultados ultraestruturais 
e da fragmentação do DNA obtidos por estes autores apontaram para o envolvimento de 
mais do que um mecanismo de morte celular. Contudo, a contribuição individual destes 
processos de morte celular para a resposta atrófica muscular esquelética sofreu 
alterações com o decorrer da desnervação a longo prazo.  
Assim, um distúrbio no balanço entre a apoptose e autólise, mais do que a activação 
destes processos celulares individualmente, pode constituir um elemento chave na 
fisiopatologia de numerosas doenças e patologias musculares esqueléticas.  
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1. Procedimento experimental 
 
O protocolo experimental foi realizado com 210 ratinhos Charles River CD1 (Charles 
River Laboratories España SA), machos, com 6 a 8 semanas de idade e com um peso 
médio entre 30 a 35g. Os animais foram colocados em gaiolas colectivas (2 animais por 
gaiola), num ambiente de atmosfera normal (21-22ºC; ~50-60% de humidade relativa) e 
com um ciclo de luz/escuro invertido de 12/12h. Todos os procedimento experimentais 
foram realizados de acordo com as especificações e recomendações do National Institute 
of Health (NIH) Guide for Care and Use of Laboratory Animal e após a aprovação da 
Comissão de Ética do Conselho Científico da Faculdade de Desporto da Universidade do 
Porto.  
Por questões logísticas relacionadas com a capacidade do biotério e com as infra-
estruturas de apoio existentes, o desenho experimental foi replicado em três momentos 
temporais diferentes (com o uso de 70 animais em cada momento), embora sempre 
realizado da mesma forma, isto é, sempre com animais obedecendo às características 
acima descritas, e nas mesmas condições experimentais. Em cada um desses três 
momentos experimentais e após uma semana de quarentena seguida de outra semana 
de aclimatização às condições laboratoriais, os animais foram aleatoriamente divididos 
em sete grupos (n=10 animais por grupo): um grupo controlo e seis grupos 
experimentais. Enquanto o grupo controlo (Cont) não foi sujeito à acção de qualquer 
variável independente durante o protocolo experimental, os animais pertencentes aos 
grupos experimentais foram submetidos a diferentes tempos de hipogravidade simulada 
motivada pela suspensão do animal pela cauda, utilizando-se para o efeito um dispositivo 
adequado para retirar a carga e o peso corporal aos membros traseiros (figura 6), como 
previamente descrito [171, 175, 187, 248, 265].  
De acordo com este modelo de simulação de ausência de gravidade, os membros 
dianteiros permanecem apoiados na base da gaiola de forma a permitir a movimentação 
dos animais e, consequentemente, o seu livre acesso à comida e a água.  
Os seis grupos experimentais foram definidos em função do tempo que os animais 
permaneceram em suspensão: grupo 6HS (durante 6 horas), grupo 12HS (durante 12 
horas), grupo 24HS (durante 24 horas), grupo 48HS (durante 48 horas), grupo 72HS 
(durante 72 horas) e grupo 1wk (durante 1 semana). Considerando o conjunto dos três 
momentos do protocolo experimental, cada grupo foi composto por 30 animais. 
 
 Figura 6: Imagens de ratinhos de grupos experimentais onde se pode observar o dispositivo 
utilizado para simular a hipogravidade.  
 
 
2. Sacrifício dos animais e recolha dos músculos esqueléticos 
 
Após o período experimental, todos os animais foram sacrificados por deslocamento 
cervical. A todos os animais foram retirados os dois músculos soleus e os dois músculos 
gastrocnemius. Dentro de cada grupo e para cada animal, os músculos foram tratados de 
forma diferente atendendo aos múltiplos parâmetros a serem avaliados. Na figura 7 
encontra-se esquematizado a distribuição dos vários músculos dentro de cada grupo 
pelos diferentes parâmetros analisados. 
Em cada um dos grupos (controlo e experimentais), dez animais foram previamente 
injectados intraperitonialmente com 50mg de bromodeoxiuridina (BrdU, B-9285; Sigma) 
por Kg de peso do animal, diluído em soro fisiológico estéril (0,1mL), 48 horas antes do 
seu sacrifício. Os restantes 20 animais de cada grupo foram injectados com 0,1mL de 
soro fisiológico estéril 48 horas antes do sacrifício (figura 7). 
Em cada grupo, um músculo gastrocnemius e um músculo soleus de 10 animais 
(injectados com soro fisiológico) foram seccionados longitudinalmente, com a ajuda de 
um bisturi, em duas porções idênticas. Uma porção de cada músculo foi imediatamente 
processada para avaliação morfológica e a restante foi congelada a -80ºC para posterior 
avaliação da expressão das diferentes isoformas de miosinas de cadeia leve (MLC). Os 
músculos contralaterais dos mesmos animais foram homogeneizados para subsequente 
determinação da actividade das caspases-3 e -8, das calpaínas e para a avaliação da 
expressão de proteínas envolvidas em processos apoptóticos e proteolíticos, por western 
blotting. 
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Figura 7: Esquema representativo da sequência dos procedimentos técnicos e parâmetros 
avaliados nos músculos soleus e gastrocnemius de cada grupo.  
 
 
Dos restantes 10 animais de cada grupo (controlo e experimentais) injectados com soro 
fisiológico, um dos músculos soleus e um dos músculos gastrocnemius foram 
homogeneizados para determinação do índice apoptótico. Os músculos soleus e 
gastrocnemius contralaterais dos mesmos animais foram homogeneizados para 
doseamento do teor em grupos carbonilo e para determinação da actividade das enzimas 
mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglucosaminidase (NAG). 
 
Dos restantes 10 animais de cada grupo, os animais injectados com BrdU, utilizou-se um 
músculo gastrocnemius e um músculo soleus de cada animal para extracção imediata de 
DNA, para posterior avaliação da incorporação de BrdU por south-western blotting. Os 
músculos contralaterais foram seccionados longitudinalmente em duas porções 
semelhantes, uma das quais foi imediatamente processada para imunohistoquímica 
enquanto a outra foi homogeneizada para determinação do índice apoptótico. 
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3. Preparação dos tecidos 
 
3.1. Para análise morfológica 
 
A porção do músculo gastrocnemius destinada a avaliação morfológica foi ainda 
seccionada em pequenas porções para separação da região branca e da região vermelha 
deste músculo. As pequenas secções (~1mm3) de tecido muscular (soleus e 
gastrocnemius) foram imersas numa solução de gluteraldeído a 2,5% em cacodilato de 
sódio 0,1M, durante um período de 2 a 4 horas. Após algumas lavagens com tampão 
cacodilato de sódio a 0,1M, as secções de tecido foram pós-fixadas em tetróxido de 
ósmio a 2%. Depois de uma lavagem com cacodilato de sódio a 0,2M, procedeu-se à 
desidratação dos tecidos com soluções de etanol de concentrações crescentes. Os 
músculos foram impregnados com a resina LR White (L033, TAAB), colocados em 
cápsulas de gelatina e incubados a 50ºC, durante 24 horas, com o intuito de promover a 
polimerização da resina.  
 
 
3.2. Para doseamento da actividade das caspases-3 e -8, das calpaínas e para avaliação 
da expressão de proteínas envolvidas em processos apoptóticos e proteolíticos, por 
western blotting  
 
Foram preparados extractos de gastrocnemius e de soleus de acordo com o método 
descrito por Cregan et al. [62] com algumas modificações. Assim, os músculos foram 
homogeneizados num tampão de lise contendo  Na-EDTA 1mM, Na-EGTA 1mM, MgCl2 
2mM, KCl 5mM, HEPES 25mM (pH 7,5), suplementado no dia da experiência com PMSF 
100µM, DTT 2mM, cocktail anti-proteases 1:100 (P8340; Sigma) e Triton X-100 0,05%. 
Após 30 minutos de incubação a 0ºC, realizou-se uma centrifugação a 14000g durante 10 
minutos a 4ºC. O sobrenadante obtido foi guardado a -80ºC, após a determinação 
espectrofotometrica do teor em proteína total segundo Sedmak et al [230]. 
 
 
3.3. Para determinação do índice apoptótico 
 
O procedimento experimental utilizado teve como finalidade a obtenção da fracção 
citoplasmática dos músculos em estudo e baseou-se no trabalho de Dirks e 
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Leeuwenburgh [78]. De acordo com o mesmo, os músculos foram homogeneizados em 
tampão de isolamento (manitol 0,225M; sacarose 0,075M; albumina sérica bovina 0,2%; 
EDTA 1mM; pH 7,4) a uma diluição de 1:25, utilizando-se para o efeito um 
homogeneizador de vidro Potter-Elvehjem. Os homogeneizados de músculo foram 
centrifugados a 1000g durante 10 minutos. O sobrenadante resultante foi reservado para 
doseamento do teor em mono- e oligonucleossomas na fracção citosólica após 
determinação da concentração proteica pelo método desenvolvido por Sedmak et al. 
[230]. 
 
 
3.4. Para doseamento de grupos carbonilo e determinação da actividade da MPO e da 
NAG 
 
Os músculos soleus e gastrocnemius foram homogeneizados em tampão fosfato 20mM 
com EDTA 1mM, pH 7,4. Uma alíquota foi separada, centrifugada a 5000g durante 5 
minutos a 4ºC e o sobrenadante obtido foi reservado para determinação da proteína total 
pelo método de Lowry et al. [168], para a avaliação da actividade da N-
acetilglucosaminidase (NAG) e para doseamento dos grupos carbonilo por slot-blot. A 
restante alíquota de homogeneizado foi tratada de acordo com o trabalho de Kyriakides 
et al. [153]. Nesse sentido, a amostra foi centrifugada a 14000rpm, durante 15 minutos a 
4ºC, e o pellet resultante foi ressuspendido em tampão fosfato 0,05M pH 6,0 com 0,5% 
de brometo de hexadeciltrimetilamónio. Com o objectivo de romper os grânulos dos 
neutrófilos e solubilizar a enzima em estudo, procedeu-se a uma sonicação de 10 
segundos, seguida de uma centrifugação a 4000g durante 5 minutos a 4ºC. O 
sobrenadante foi reservado para determinação da actividade da mieloperoxidase (MPO). 
 
 
3.5. Para extracção de DNA  
 
Pequenos fragmentos de músculo foram colocados num tubo de ensaio contendo 500µl 
de tampão de extracção (NaCl 75mM, EDTA 25mM, pH 8), 50µl SDS 10% e 10µl de 
proteinase K 10mg/ml, tendo-se colocado estes tubos num banho a 55ºC durante, 
aproximadamente, 24 horas. Após a adição sequencial de NaCl 6M e de clorofórmio, as 
amostras foram centrifugadas a 2000rpm durante 10 minutos. Ao sobrenadante obtido 
adicionou-se álcool isopropílico a fim de precipitar o DNA. O pellet de DNA foi então 
ressuspendido em água ultra-pura e tratado com RNase A 1mg/ml durante 20 minutos a 
37ºC para remover o RNA [122]. A concentração de DNA foi determinada 
espectrofotometricamente (Spectronic Genesys 5) a 260nm. O DNA obtido foi 
considerado puro quando a razão  DO260/DO280 foi de ~ 1,8 [222]. 
 
 
3.6. Para imunohistoquímica 
 
Pequenas secções de tecido (~ 1mm3) muscular foram imersas durante 2 horas numa 
solução contendo paraformaldeído 4% e sacarose 2,5% diluídas em tampão fosfato, pH 
7,2. Após algumas lavagens com tampão cacodilato 0,1M e 0,2M, as secções de tecido 
foram desidratadas com soluções de etanol com concentrações crescentes. As secções 
de músculo foram então impregnadas com a resina LR White (L033, TAAB), colocadas 
em cápsulas de gelatina e incubadas a 50ºC durante 24 horas afim de promover a 
polimerização da resina. Secções semi-finas (1µm) foram obtidas por corte destes blocos 
de tecido num ultramicrotomo (Ultracut, Pabisch).  
 
 
4. Análise morfológica 
 
4.1. Avaliação histológica qualitativa e quantitativa 
 
Secções semi-finas (1-2µm) foram obtidas por corte dos blocos de tecido (processados 
de acordo com o ponto 3.1.) num ultramicrotomo (Ultracut, Pabisch). Estes cortes foram 
corados com azul de toluidina para análise num fotomicroscópio (Zeiss Phomi 3). As 
fotografias de microscopia óptica de cortes transversais de soleus e de gastrocnemius de 
animais dos vários grupos foram digitalizadas e analisadas com o software NIH ImageJ 
(Image Processing and Analysis in Java, USA). Para cada músculo processado, foram 
contabilizadas as áreas de mais de cem fibras musculares. Dos blocos de tecido 
muscular foram também preparados cortes ultrafinos (100nm), posteriormente 
contrastados com acetato de uranilo e citrato de chumbo para observação à microscopia 
electrónica de transmissão (Zeiss EM10A), a 60kvolts.  
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4.2. Análise da proliferação celular por imunohistoquímica 
 
Dos blocos de tecido muscular de animais injectados com BrdU (obtidos segundo o 
procedimento descrito em 3.6.) foram realizados cortes com uma espessura de 4µm. 
Após a montagem das secções de tecido em lâminas de silano (S-4651; Sigma), 
procedeu-se ao bloqueamento das peroxidases endógenas com uma solução de 
peróxido de hidrogénio 3% em tampão PBS com metanol 10% durante 15 minutos. Após 
3 lavagens com PBS, aplicou-se uma solução de tripsina 0,1% em CaCl2 0,1%, sobre os 
cortes de tecido durante 30 minutos a 37ºC, para permitir a exposição dos epitopos. 
Imediatamente após uma lavagem de 10 minutos com água gelada, procedeu-se à 
desnaturação do DNA colocando as lâminas numa solução de HCl 2M a 56ºC durante 
meia hora. A neutralização do ácido foi efectuada através de 2 lavagens das lâminas com 
uma solução de borato de sódio 0,1M, seguida de uma lavagem com PBS. 
Posteriormente à desnaturação do DNA realizou-se o bloqueamento dos locais de ligação 
não específica com soro de coelho (R-9133, Sigma) diluído 1:30 em PBS, por um período 
de uma hora. Seguiu-se a aplicação do anticorpo monoclonal anti-BrdU (B-2531, Sigma), 
diluído 1:10 em PBS / BSA 0,2%/ Tween 20  0,005%, durante 2 horas com agitação. 
Após a remoção do excesso de anticorpo primário com 3 lavagens com PBS, as lâminas 
foram incubadas com o anticorpo secundário horseradish peroxidase-conjugated anti-
mouse (A-9044; Sigma), diluído 1:20 em PBS, durante 2 horas com agitação. De forma 
idêntica foram efectuadas 3 lavagens com PBS, para remover o excesso de anticorpo. As 
lâminas foram ainda tratadas com o anticorpo PAP (peroxidase anti-peroxidase) (P-2416, 
Sigma) diluído 1:10 em PBS durante a noite a 4ºC, com o intuito de aumentar a marcação 
das células em proliferação. Terminado o período de incubação, procedeu-se à lavagem 
das lâminas com PBS e com uma solução de Tris 0,1M pH 7,6 durante 10 minutos cada. 
A coloração foi finalmente desenvolvida por incubação das lâminas numa solução de 
DAB (diaminobenzidina)/H2O2 durante 20 minutos. Por fim, as lâminas foram lavadas com 
água destilada, sem qualquer tratamento adicional. Após montagem, as lâminas foram 
visualizadas num fotomicroscópio (Zeiss Phomi 3). 
Para cada músculo, foram realizados controlos negativos por substituição do anticorpo 
primário por PBS. Lâminas de testículo do mesmo animal foram utilizadas como controlo 
positivo.  
Para todos os grupos experimentais foram preparadas 10 lâminas e em cada uma os 
núcleos marcados com BrdU foram contabilizados e correlacionados com o número de 
fibras examinadas. Mais ainda, as células com núcleos marcados foram descriminadas 
de acordo com a sua localização como: células satélite (localizadas à periferia); 
mionúcleos centrais; células intersticiais, endoteliais e não-endoteliais.  
 
 
5. Marcadores Bioquímicos 
 
5.1. Avaliação da expressão das isoformas das cadeias leves de miosina por 
electroforese bidimensional 
 
As amostras congeladas dos músculos soleus e gastrocnemius (como descrito acima no 
ponto 2.) foram solubilizadas em tampão de rehidratação (ureia 8M, tiureia 2M, DTT 
12mM, Pharmalyte 0,1% pH 3-10, CHAPS 1%). De seguida, aplicou-se 50µg de proteína 
em tiras IPG (Immobilized pH gradient; 13 cm pH 3-10; Amersham Biosciences) que 
foram posteriormente cobertas com Drystrip Cover Fluid (Amersham Biosciences) de 
forma a proteger a tira da desidratação durante o tempo de focagem. As tiras foram 
colocadas no aparelho IPGphor (Amersham Pharmacia Biotech) e a separação 
isoeléctrica foi realizada utilizando-se o seguinte programa: 12h a 50mA/tira na etapa de 
rehidratação; 1h a 500V (gradiente); 1h a 1000V (gradiente) e 3h a 8000V (step-n-hold). 
Uma vez terminada a primeira dimensão, as tiras foram removidas e equilibradas em 
tampão contendo Tris 50mM pH 8,8, ureia 6M, glicerol 30% e SDS 2% durante 15 
minutos. Cada tira foi então aplicada sobre um gel SDS-PAGE a 12,5% (12cm por 14cm) 
preparado segundo Laemmli [154] e as proteínas foram separadas de acordo com o peso 
molecular. Os géis SDS-PAGE foram revelados com coloração de prata [232]. A análise 
dos spots foi efectuada com o software PDQuest (v7.1, BioRad). Para a digestão com 
tripsina aplicou-se 350µg de proteína e os géis foram corados com azul de Coomassie 
coloidal. A digestão com tripsina foi realizada de acordo com Detweiler et al. [75]. Em 
resumo, os spots de proteína foram retirados do gel e transferidos para o  Investigator 
ProGest automated digester (Genomic Solutions, Ann Arbor, USA). Os espectros de 
massa dos péptidos resultantes foram obtidos com um espectrómetro de massa MALDI-
TOF/TOF (4700 Proteomics Analyser, Applied Biosystems, USA) e processados pelo 
Global Protein Server Workstation (Applied Biosystems, USA) que utiliza o software 
interno Mascot (Matrix Science Ltd, UK). As pesquisas foram efectuadas contra uma base 
de dados de proteínas não redundante NCBI (National Center for Biotechnology 
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Information, USA), tendo-se aceite identificações positivas com um nível de confiança 
superior a 95%.   
 
 
5.2. Determinação do índice de apoptose 
 
A quantidade de mono- e oligonucleossomas citosólicos foi avaliada (após o tratamento 
descrito acima no ponto 3.3.) através do kit Cell Death ELISA (Nº Catálogo: 1544675; 
Roche Molecular Biochemicals), à semelhança do anteriormente efectuado por Dirks e 
Leeuwenburgh [79]. Os resultados foram expressos em percentagem de variação do 
controlo. 
 
 
5.3. Determinação da actividade da caspase-3 e -8 
 
A determinação da actividade da caspase-3 e da caspase-8 nos homogeneizados de 
músculo  (preparados como acima descrito no ponto 3.2.) foi efectuada de acordo com o 
trabalho de Cregan et al. [62]. Assim, adicionou-se um volume de amostra 
correspondente a 100µg de proteína a um tampão com sacarose e CHAPS (sacarose 
10%; CHAPS 0,1%; HEPES 25mM; pH 7,4) contendo 40µM do substrato colorimétrico 
Ac-DEVD-pNA (acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilina; Nº Catálogo 235400; Calbiochem) 
para a caspase-3 e Ac-IEPD-pNA (N-acetil-Ile-Glu-Pro-Asp-p-nitroanilina; Nº Produto A-
6470; Sigma) para a caspase-8. Após 2 horas de incubação a 37ºC mediu-se a clivagem 
do substrato a 405nm (Labsystem iEMS Reader MF). Os resultados foram expressos em 
percentagem do controlo, o qual foi analisado simultaneamente. 
 
 
5.4. Determinação do teor em Bax, Bcl-2, AIF, p53, p21, NF-kB e ubiquitina por western 
blotting  
 
Com a finalidade de avaliar o teor de proteínas envolvidas na regulação da apoptose e da 
proteólise muscular, procedeu-se à separação electroforética de um volume de extracto 
(preparado como descrito acima no ponto 3.2.) contendo 10µg de proteína num gel SDS-
PAGE 15%, de acordo com Laemmli [154]. Para evitar as variações inter-gel inerentes à 
técnica, em cada gel foram aplicadas amostras de cada um dos grupos. Em cada gel, as 
proteínas depois de separadas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose 
(Hybond ECL, Amersham Pharmacia) num tampão de Tris 25mM, glicina 0,2M, pH 8,3 e 
metanol 20%, durante 2 horas a 220mA. Após o bloqueamento dos locais de ligação não 
específica com uma solução de 5% de leite magro em pó em TBS-T (tampão de Tris 
100mM pH 8,0 com NaCl 1,5mM e 0,5% de Tween 20) durante a noite a 4ºC, incubou-se 
a membrana com um dos seguintes anticorpos: anti-Bcl-2 (1:1000; sc-7382 mouse 
monoclonal IgG; Santa Cruz Biotechnology), anti-Bax (1:1000; sc-493 rabbit polyclonal 
IgG; Santa Cruz Biotechnology), anti-AIF (1:2000; sc-13116 mouse monoclonal IgG2b; 
Santa Cruz Biotechnology), anti-p53 (1:2000; sc-99 mouse monoclonal IgG1; Santa Cruz 
Biotechnology), anti-p21 (1:2000; sc-397 rabbit polyclonal IgG; Santa Cruz 
Biotechnology), anti-ubiquitina (1:1000; U0508 mouse monoclonal IgG2; Sigma)  e para o 
NF-kB utilizou-se os anticorpos anti-p50 e anti-p65 (1:1000; sc-7178 e sc-372 rabbit 
polyclonal IgG, respectivamente; Santa Cruz Biotechnology), preparados numa solução 
de 5% de leite magro em pó em TBS-T, durante 2 horas à temperatura ambiente. No total 
foram preparadas 28 membranas (4 membranas para cada proteína estudada). 
Posteriormente, lavou-se a membrana com TBS-T com o intuito de retirar o anticorpo não 
ligado covalentemente e procedeu-se à incubação com anticorpo secundário monoclonal 
anti-mouse IgG peroxidase (Amersham Pharmacia Biotech) ou com o anticorpo 
monoclonal anti-rabbit IgG peroxidase (Amersham Pharmacia Biotech) diluído 1:1000 
numa solução de 5% leite magro em pó em TBS-T, durante 2 horas à temperatura 
ambiente. Após novas lavagens com TBS-T, a membrana foi tratada com reagentes de 
quimioluminescência (reagentes ECL; Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com as 
instruções do fabricante, e exposta a um filme de raio X (Kodak Biomax Light Film, 
Sigma). Depois de revelado, o filme foi digitalizado num densitómetro FX-710 (BioRad) e 
analisado no software QuantityOne (BioRad). Os resultados de densidade óptica foram 
expressos como percentagem de variação relativa ao grupo controlo. 
 
 
5.5. Determinação da actividade das calpaínas 
 
Com o intuito de determinar a actividade das calpaínas, os extractos musculares 
(preparados como descrito acima no ponto 3.2.) foram incubados durante 10 minutos a 
37ºC numa solução tampão contendo Tris-HCl 20mM, CaCl2 5mM (pH 7,4), DTT 1mM, 
Pefabloc 10ug/ml e pepstatina A 10µg/ml, de acordo com o previamente descrito por 
Sultan et al. [254].  Após a adição do substrato das calpaínas SLY-AMC (N-succinil-Leu-
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Tyr-7-amido-4-metilcumarina; Nº Catálogo 208731; Calbiochem) procedeu-se à medição 
fluorimétrica correspondente à libertação do AMC, durante 15 minutos a um λexcitação de 
380nm e a um λemissão de 460nm. Paralelamente, efectuaram-se ensaios controlo, por 
substituição de CaCl2 por EDTA 10mM e  EGTA 10mM. A actividade das calpaínas foi 
expressa em unidades arbitrárias por minuto de incubação por miligrama de proteína 
muscular. No entanto, para melhor visualização das variações de actividade entre os 
diferentes grupos experimentais e dos diferentes músculos estudados, os resultados 
foram apresentados em percentagem do controlo. 
 
 
5.6. Determinação da actividade da mieloperoxidase (MPO) 
 
Para o doseamento da actividade da MPO, ao tampão de reacção, constituído por fosfato 
220mM pH 5,4, NaCl 110mM e 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (T-2885; Sigma) 1,6mM 
adicionou-se sobrenadante (obtido como descrito acima no ponto 3.4.) diluído cinco 
vezes. A reacção foi iniciada por adição de peróxido de hidrogénio 3mM tendo-se medido 
a variação de absorvância a 650nm (Labsystem iEMS Reader MF) durante 3 minutos. 
Paralelamente, construiu-se uma curva de calibração com padrões de MPO (M-6908; 
Sigma) e os resultados obtidos, em U/mg de proteína, foram apresentados em 
percentagem de variação relativa ao controlo. 
 
 
5.7. Determinação da actividade da N-acetilglucosaminidase (NAG) 
 
A actividade da enzima lisossomal N-acetil-β-D-glucosaminidase foi determinada no 
homogeneizado de músculo (preparado como descrito acima no ponto 3.4.) com o kit da 
Roche (Nº Catálogo 875 406) que se baseia na hidrólise do 3-cresolsulfonaftaleinil-N-
acetil-β-D-glucosaminida pela NAG. A libertação do 3-cresolsulfonaftaleina, de cor 
púrpura, foi avaliada espectrofotometricamente (Spectronic Genesys 5) a 580nm (ε580 = 
40,67 mM-1cm-1). Os resultados foram relativizados ao volume (U/L) e apresentados nos 
vários grupos experimentais em percentagem de variação relativa ao controlo.  
 
 
 
 
5.8. Doseamento de grupos carbonilo 
 
Com base no protocolo descrito por Robinson et al. [216], um determinado volume de 
homogeneizado de músculo (1V) (preparado como acima descrito no ponto 3.4.) 
contendo 20µg de proteína foi derivatizado com dinitrofenilhidrazina (DNPH). Assim, às 
amostras foi adicionado um volume (1V) de SDS 12% e dois volumes (2V) de DNPH 
20mM preparada em TFA 10%, seguindo-se a sua incubação no escuro. Após este 
período, procedeu-se à neutralização com 1,5 volumes (1,5V) de Tris 2M e β-
mercaptoetanol 18%. Um controlo negativo foi simultaneamente preparado para cada 
amostra. Após a diluição das amostras numa solução de TBS de forma a obter uma 
concentração final de 0,001µg/µL, transferiu-se um volume de 100µL por slot-blot para 
uma membrana de Hybond-PVDF (Amersham Pharmacia). A imunodetecção dos grupos 
carbonilo foi efectuada usando o anticorpo primário rabbit polyclonal anti-DNP (1:2000; Nº 
Catálogo V0401; DakoCytomation) e o anticorpo secundário anti-rabbit IgG-Peroxidase 
(1:2000; Amersham Pharmacia Biotech). As bandas foram visualizadas por tratamento 
dos imunoblotts com os reagentes de quimioluminescência (reagentes ECL, Amersham 
Pharmacia Biotech), de acordo com as instruções do fabricante, seguida de exposição a 
filmes raio-X (Kodak Biomax Light Film, Sigma). Os filmes foram analisados com o 
software QuantityOne (BioRad). Os resultados de densidade óptica obtidos foram 
expressos em percentagem de variação acima do controlo. 
 
 
5.9. Doseamento da proteína total pelo Método de Sedmak 
 
Nas amostras de músculo utilizadas para avaliação da resposta apoptótica e proteolítica 
(obtidas como acima descrito nos pontos 3.2. e 3.3.) determinou-se a proteína total pelo 
método de Sedmak [230], dado este método ser menos sensível às substâncias 
interferentes presentes nos tampões utilizados. Para o efeito, adicionou-se o reagente de 
Sedmak aos extractos de soleus ou de gastrocnemius. Após 15 minutos de reacção, 
determinou-se a absorvância a 550nm num leitor de placas (Labsystem iEMS Reader 
MF). Paralelamente, foi efectuada uma curva de calibração com alguns padrões de 
albumina sérica bovina (BSA). 
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 5.10. Determinação da proteína total pelo Método de Lowry 
 
A determinação de proteína total nos homogeneizados de músculos utilizados na 
determinação de parâmetros necróticos e de grupos carbonilo (obtidos segundo o 
descrito no ponto 3.4.) foi efectuada segundo Lowry et al. [168]. Assim, adicionou-se 
reagente de Biureto à amostra e, após 10 minutos de reacção, acrescentou-se o reagente 
de Folin-Cicalteau. Os valores de densidade óptica (D.O.) foram determinados a 670nm 
num leitor de placas (Labsystem iEMS Reader MF), após 20 minutos de incubação. 
Simultaneamente, foi efectuada uma curva de calibração utilizando-se para o efeito 
padrões de BSA com diferentes concentrações. 
 
 
 5.11. Avaliação da proliferação celular por south-western blotting 
 
Após a extracção do DNA dos músculos soleus e gastrocnemius (realizada segundo o 
descrito no ponto 3.5.) as amostras foram incubadas a 95ºC durante 5 minutos de forma 
a desnaturar o DNA e assim permitir a ligação do BrdU incorporado ao respectivo 
anticorpo. Seguidamente, transferiu-se um volume de amostra, correspondente a 1µg de 
DNA, para uma membrana de nitrocelulose previamente hidratada (Hybond, ECL, 
Amershan Pharmacia Biotech) por slot-blot. Os ácidos nucleicos foram fixados à 
membrana por secagem desta numa estufa a 80ºC durante 2 horas [185]. A 
imunodetecção da incorporação de BrdU foi realizada de forma semelhante ao descrito 
na metodologia de western blotting. Em resumo, após bloqueamento dos locais de 
ligação não específicos com 5% de leite magro em pó preparado em TBS-T, as 
membranas foram incubadas com o anticorpo monoclonal anti-BrdU (1:1000; B-2531, 
Sigma). Posteriormente à incubação com o anticorpo secundário horseradish peroxidase-
conjugated anti-mouse IgG (1:500; A -9044, Sigma) durante 2 horas, a membrana foi 
lavada com TBS-T, desenvolvida com os reagentes de quimioluminescência (reagentes 
ECL, Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com as instruções do fabricante e 
exposta a um filme raio-X (Sigma, Kodak Biomax Light Film, St. Louis, USA). O filme, 
depois de revelado, foi analisado com o software QuantityOne (BioRad). Os resultados de 
densidade óptica foram expressos como variação relativa aos valores controlo. 
 
 
 
6. Análise Estatística 
 
Todas as variáveis analisadas possuíam uma distribuição normal, de acordo com o teste 
de Kolmogorov-Smirnov. Por essa razão, todos os resultados deste trabalho foram 
processados recorrendo aos testes estatísticos paramétricos. A média e o desvio padrão 
foram calculados para todas as variáveis de cada um dos grupos experimentais e para o 
grupo controlo. A análise de variância de medidas repetidas foi utilizada para comparar 
as diferenças entre os vários momentos do protocolo experimental. O cálculo dos dados 
foi efectuado com o software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versão 
14.0. O nível de significância estabelecido foi de 5%. 
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1.1. Morfometria e análise qualitativa 
 
Os resultados referentes à medição da área de secção transversal das fibras musculares 
nos músculos soleus e gastrocnemius estão ilustrados na figura 8, onde se pode 
constatar que a área de secção transversal das fibras diminui com o tempo de suspensão 
do membro traseiro em ambos os músculos analisados. No soleus, o maior declínio foi 
notado entre os grupos experimentais 72HS e 1wkHS (13%). No gastrocnemius, o maior 
decréscimo deste marcador ocorreu nas primeiras 24 horas de suspensão (19%). No final 
do período experimental considerado, a redução da área de secção transversal das fibras 
foi maior no gastrocnemius comparativamente ao soleus, 47% vs. 27%, respectivamente.  
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Figura 8: Variação da área transversal das fibras ao longo do tempo de 
suspensão do membro traseiro no músculo soleus (  ) e no músculo 
gastrocnemius (   ). Os valores (média e desvio padrão) são expressos em 
µm2. 
* p<0,05 vs. Cont. 
 
 
No que respeita à medição diferencial da área de secção transversal da fibra na porção 
vermelha e branca do músculo gastrocnemius, a figura 9 revela que a porção vermelha 
do músculo gastrocnemius apresentou uma diminuição da área de secção transversal 
das fibras mais acentuada entre as 24 e as 48 horas de suspensão do membro traseiro 
(27,5%). No que concerne à porção branca deste músculo, a redução mais evidente 
deste parâmetro de atrofia muscular ocorreu nas primeiras 24 horas de ausência de 
carga (16%). No final do processo atrófico, a porção vermelha do gastrocnemius 
*
*
* 
*
* 
* 
apresentou uma diminuição da área de secção transversal das fibras ligeiramente mais 
acentuada (53%) comparativamente à observada na porção branca deste músculo (45%). 
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Figura 9: Variação da área transversal da fibra ao longo do tempo de 
suspensão do membro traseiro na porção vermelha (   ) e na porção branca   
(  ) do gastrocnemius. Os resultados (valores médios ± desvio padrão) são 
expressos em µm2. 
* p<0,05 vs. Cont. 
 
 
Numa análise qualitativa, é possível observar que a diminuição do tamanho da fibra é 
acompanhada por evidências histológicas da ocorrência de processos degenerativos ao 
longo de uma semana de ausência de carga. Efectivamente, foi observada à microscopia 
óptica uma vacuolização sarcoplasmática difusa nas fases iniciais do processo atrófico, 
que atingiu de forma diferente as várias fibras (figura 12). Estas alterações apresentaram-
se mais atenuadas no final do protocolo experimental. O alargamento do espaço 
intersticial acompanhado por um aumento do tecido conjuntivo tornou-se mais evidente 
nos momentos finais da suspensão do membro traseiro (figuras 10 & 11). Na fase final do 
protocolo experimental foram, ainda, observadas células infiltrativas sugestivas de 
macrófagos ou leucócitos. A presença de núcleos centrais bem como de núcleos com 
aspecto picnótico tornou-se mais evidente nas fases mais tardias da resposta atrófica. 
 
 
 
 
 
*
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Figura 10: Fotografias de microscopia óptica de cortes transversais do músculo soleus de 
um animal do grupo Cont (A) e de outro do grupo 48HS (B). Em A é evidenciada uma 
estrutura muscular bem preservada enquanto que em B é notório um aumento do espaço 
intersticial (ampliação original x640). 
 
 
 
Figura 11: Fotografias de microscopia óptica de cortes transversais do músculo 
gastrocnemius de um animal do grupo Cont (A) e de outro do grupo 48HS (B). Em ambos 
os casos é possível distinguir-se dois tipos de fibras de acordo com as dimensões e 
estrutura das mesmas. Em A é notória uma estrutura muscular bem preservada enquanto 
que em B observa-se um ligeiro aumento do espaço intersticial (ampliação original x640).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A B 
A B 
  
Figura 12: Fotografia representativa de um corte longitudinal de músculo soleus 
do grupo 24HS analisada por microscopia óptica. É evidente um espaço 
intersticial alargado e uma vacuolização sarcoplasmática difusa que afecta uma 
fibra muscular (ampliação original x750). 
 
 
1.2. Imunohistoquímica 
 
Para avaliar a proliferação e mais especificamente o envolvimento dos diferentes tipos de 
células no processo atrófico, foram contabilizados diferencialmente os núcleos marcados 
com BrdU (figura 13). 
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Figura 13: Fotografia de microscopia óptica de uma secção transversal de 
músculo gastrocnemius incluído em LR White do grupo 24HS evidenciando 
núcleos marcados com BrdU de células satélite (setas pretas), células 
endoteliais (setas brancas) e intersticiais não endoteliais (setas listadas) 
(ampliação original x400). 
 
 
A análise da contribuição relativa dos diferentes tipos celulares (tabela 1) evidencia um 
aumento inesperado mas significativo de células satélite activadas somente após 6 horas 
de ausência de carga. Após este período, o número de células satélite diminuiu para 
valores abaixo do controlo, pelo que no final do período experimental avaliado constatou-
se uma redução de 18% comparativamente ao controlo. A acompanhar esta tendência, 
observou-se um aumento de mionúcleos marcados em posição central, cujo valor 
máximo foi verificado às 12 horas de microgravidade, momento a partir do qual diminuiu. 
No final do período experimental detectou-se um declínio acentuado do número de 
células endoteliais marcadas e um ligeiro aumento de células intersticiais não endoteliais  
com incorporação de BrdU. 
 
 
 
 
 
 
 
 Tabela 1: Efeito da suspensão do membro traseiro no teor de núcleos marcados com BrdU  por 10 
fibras no gastrocnemius, referentes a células satélite, núcleos em posição central e células 
intersticiais endoteliais e não endoteliais. Os resultados são expressos como média ± desvio 
padrão. 
Grupo 
experimental 
 
Células satélite 
 
Núcleos centrais 
Células 
endoteliais 
Células 
intersticiais não 
endoteliais 
Cont 4,25±1,71*# 0,00±0*# 5,60±0,18* 5,07±0,17*# 
6HS 13,05±2,61 1,18±0,48 7,05±0,52 3,35±0,39 
12HS 7,65±2,40* 3,63±0,51* 7,40±1,21 3,72±0,65 
24HS 5,20±0,94*# 1,24±0,24# 5,32±1,08*# 6,26±1,98 
48HS 4,87±1,43*# 0,26±0,16*# 6,55±1,17 6,24±0,35*# 
72HS 2,00±0,37*# 0,27±0,32*# 6,07±0,79 7,12±0,63*# 
1wkHS 1,51±0,56*# 0,24±0,19*# 4,05±0,52*# 7,10±1,07*# 
* p<0,05 6HS vs. todos os outros grupos; # p<0,05 12HS vs. Cont, 24HS, 48HS, 72HS e 1wkHS. 
 
 
Como previsto, não foi detectada marcação nuclear nos cortes histológicos não tratados 
com o anticorpo anti-BrdU, isto é, nos controlos negativos (figura 14). 
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Figura 14: Fotografia de microscopia óptica de uma secção transversal de 
músculo gastrocnemius embebido em resina LR White não incubado com o 
anticorpo anti-BrdU  (controlo negativo); não se observa nenhum núcleo 
marcado nas miofibras nem no espaço intersticial (ampliação original x400). 
 
 
 
Figura 15: Fotografia de microscopia óptica de secções transversais de 
testículo embebido LR White (controlo positivo); é notória a incorporação de 
BrdU nos núcleos de espermatogónia e de espermatócitos I e II (ampliação 
original x2500). 
 
 
Nos controlos positivos observou-se uma marcação acentuada de núcleos de 
espermatogónias e espermatócitos nos cortes de túbulos seminíferos (figura 15).  
 1.3. Análise ultraestrutural 
 
A avaliação ultraestrutural sugere que a vacuolização difusa observada por microscopia 
óptica nos momentos iniciais do processo atrófico estudado poderá ser devida ao 
swelling mitocondrial e à dilatação do retículo sarcoplasmático. Estas alterações 
estruturais apresentaram características difusas e afectaram a maioria das fibras 
observadas (figuras 16 & 18). Nas fases iniciais do protocolo experimental foi ainda 
evidente a ocorrência de irregularidades no padrão estriado (figura 24). Adicionalmente, 
foi constatado um alargamento do espaço intermiofibrilar em algumas fibras, 
particularmente após as 12 horas de ausência de carga, o que sugere a ocorrência de 
edema intrafibrilar (figura 19).  
 
 
Figura 16: Fotografia de microscopia electrónica 
de músculo gastrocnemius de um animal do grupo 
24HS evidenciando o swelling mitocondrial e um 
ligeiro edema intracelular (ampliação original 
x8,000). 
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Figura 17: Fotografia de microscopia electrónica 
de músculo gastrocnemius de um animal do grupo 
48HS onde se observa degenerescência 
mitocondrial na junção neuromuscular (ampliação 
original x20,000). 
 
 
 
Figura 18: Fotografia de microscopia electrónica 
de músculo soleus de um animal do grupo 24HS 
onde é notório o franjeamento do sarcolema com 
swelling mitocondrial. É ainda evidente a presença 
de fibras de colagénio no espaço intesticial 
(ampliação original x16,000).    
 
 
 Figura 19: Fotografia de microscopia electrónica 
de um músculo soleus do grupo 12HS 
evidenciando um aumento do espaço 
intermiofibrilar, sugestivo de edema intracelular 
(amplitude original x8,000). 
 
 
Como evidência de atrofia da fibra muscular observou-se o franjeamento da membrana 
sarcoplasmática numa grande percentagem de fibras analisadas (figuras 18 & 25). 
 
Foram também detectados sinais de activação lisossómica nas fibras musculares 
esqueléticas e também em algumas células endoteliais, especialmente após 24 horas de 
ausência de carga (figuras 20 & 21).  
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Figura 20: Fotografia de microscopia electrónica 
de um músculo soleus do grupo experimental 
24HS onde é evidente, em oposição a uma fibra 
muscular, um capilar com vacuolização endotelial 
difusa e sinais de activação lisossomal (ampliação 
original x31,500). 
 
 
 
Figura 21: Fotografia de microscopia electrónica 
de um músculo soleus do grupo experimental 
24HS onde é notória a activação lisossomal na 
fibra muscular (ampliação original x16,000). 
 
 
Adicionalmente, foram detectados sinais de infiltração fagocítica, nomeadamente às 24 e 
48 horas de suspensão do membro traseiro no gastrocnemius e no soleus, 
respectivamente (figuras 22, 23 & 24). 
 
 
Figura 22: Fotografia de microscopia electrónica 
de músculo soleus de um animal do grupo 48HS 
mostrando a infiltração de uma célula fagocítica 
(ampliação original x20,000). 
 
 
 
 
Figura 23: Fotografia de microscopia electrónica 
de músculo gastrocnemius de um animal do 
grupo 24HS onde se nota um macrófago 
activado (ampliação original: x4,000). 
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Nos momentos mais tardios do procedimento experimental foram observados glóbulos de 
gordura na vizinhança das mitocôndrias (figura 24) e tornou-se evidente a presença de 
fibras de colagénio no espaço intersticial (figura 18). 
 
 
Figura 24: Fotografia de microscopia electrónica 
de músculo soleus de um animal do grupo 
experimental 48HS onde é evidente um macrófago 
adjacente a uma fibra vacuolizada com uma 
aparente irregularidade do padrão estriado e 
acumulação de glóbulos de gordura na vizinhança 
das mitocôndrias (ampliação original x8,000). 
 
 
Apesar da existência de vários núcleos endoteliais evidenciando condensação periférica 
da cromatina, não foi observado nenhum sinal morfológico incontestável de ocorrência de 
apoptose nem nas fibras musculares nem nas células intersticiais. No entanto, algumas 
estruturas celulares sugestivas de hipotéticos corpos apoptóticos foram observadas no 
músculo soleus de um animal  do grupo 72HS (figura 25). 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Figure 25: Fotografia de microscopia electrónica 
de músculo soleus de um animal sacrificado após 
72 horas de suspensão do membro traseiro 
evidenciando um fragmento celular rodeado por 
membrana basal sugestivo de corpo apoptótico. 
Também se observa o franjeamento do sarcolema 
(ampliação original x20,000). 
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2. Resultados Bioquímicos 
 
A resposta atrófica do músculo esquelético pode também ser avaliada pelas alterações 
induzidas na massa muscular. Assim, pela análise da tabela 2 pode-se verificar que a 
massa do soleus diminuiu com o tempo de ausência de carga, observando-se um 
declínio de 33% ao fim de uma semana de suspensão do membro traseiro. A variação do 
teor proteico deste músculo segue uma tendência semelhante, observando-se um 
decréscimo de aproximadamente 32% no final do protocolo experimental. 
 
Tabela 2: Efeito da suspensão do membro traseiro na massa e na concentração proteica 
muscular do soleus. Os resultados são valores médios ± desvio padrão.   
 
Grupo experimental 
 
Massa de soleus (mg) 
Concentração de 
proteína (mg/ml) 
Cont 7,23±0,21 0,86±0,02 
6HS 6,76±0,19 0,81±0,04 
12HS 6,42±0,35 0,72±0,03* 
24HS 6,26±0,23* 0,68±0,01* 
48HS 5,79±0,13* 0,66±0,03* 
72HS 6,33±0,21* 0,58±0,02* 
1wkHS 4,87±0,18* 0,58±0,02* 
    * Cont vs. todos os outros grupos experimentais (p<0,05). 
 
 
Relativamente ao gastrocnemius, a análise da tabela 3 permite constatar uma diminuição 
significativa da massa deste músculo (18%) após uma semana de ausência de carga. O 
mesmo já não se verifica para a concentração proteica que, embora menor no final do 
período experimental, não apresenta variações significativas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Tabela 3: Efeito da suspensão do membro traseiro na massa e na concentração proteica 
muscular do gastrocnemius. Os resultados são valores médios ± desvio padrão.   
 
Grupo experimental 
Massa de gastrocnemius 
(g) 
Concentração de 
proteína (mg/ml) 
Cont 0,188±0,031 5,553±1,574 
6HS 0,170±0,036 5,042±1,399 
12HS 0,168±0,024* 5,360±1,604 
24HS 0,182±0,036 5,206±1,669 
48HS 0,157±0,026* 5,117±1,591 
72HS 0,162±0,025* 5,646±1,780 
1wkHS 0,155±0,025* 5,121±1,715 
    * Cont vs. todos os outros grupos experimentais (p<0,05). 
 
 
2.1. Expressão das miosinas de cadeia leve (MLC) 
 
Na figura 26 podem observar-se géis de electroforese bidimensional onde são 
destacados os spots correspondentes a isoformas de miosina de cadeia leve (MLC) de 
músculos soleus e gastrocnemius de animais controlo. A análise desta figura evidencia 
uma maior expressão das isoformas rápidas de MLC 1f, 2f e 3f no gastrocnemius 
comparativamente ao soleus enquanto que se verifica uma tendência oposta para as 
isoformas lentas de MLC 1s e 2s.  
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Figura 26: Géis bidimensionais representativos do padrão de spots de MLC nos músculos 
soleus (A) e gastrocnemius (B) de animais controlo. (pI: ponto isoeléctrico; MW: peso 
molecular; MLC1s e 2s: isoformas lentas de miosinas de cadeia leve do tipo 1 e 2, 
respectivamente; MLC1f, 2f e 3f: isoformas rápidas de miosinas de cadeia leve do tipo 1, 2 e 
3, respectivamente). 
 
 
Relativamente ao efeito da ausência de carga no perfil de expressão das isoformas MLC 
ao longo de uma semana, apenas se verificaram alterações no músculo gastrocnemius, 
ilustradas na figura 27. 
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Figura 27: Efeito da ausência de carga no teor percentual de cada isoforma 
MLC relativizada ao grupo controlo, para as diferentes isoformas de MLC ao 
longo de uma semana. (MLC1s e 2s: isoformas lentas de miosinas de cadeia 
leve do tipo 1 e 2, respectivamente; MLC1f, 2f e 3f: isoformas rápidas de 
miosinas de cadeia leve do tipo 1, 2 e 3, respectivamente). 
*Cont vs. todos os outros grupos experimentais (p<0,05). 
 
 
Na tabela 4 são apresentadas as variações no teor de cada isoforma de miosina de 
cadeia leve (MLC) ao longo de uma semana de ausência de carga. Os resultados 
apresentados referem-se a valores de densidade óptica (DO) de cada isoforma MLC 
relativizada à DO total das MLC para cada gel analisado. 
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Tabela 4: Valores percentuais de cada isoforma de miosina de cadeia leve (MLC) relativizada ao 
grupo controlo, no músculo gastrocnemius ao longo de uma semana de ausência de carga. Os 
resultados são valores médios ± desvio padrão. 
Isoforma 
MLC 
Grupo 
 
MLC3f 
 
MLC2f 
 
MLC2s 
 
MLC1f 
 
MLC1s 
Cont 12,11±2,03 40,26±12,31 8,38±2,12 25,17±5,83 12,09±3,27 
6HS 8,89±3,32 41,78±6,27 6,58±3,92 32,80±10,76 8,95±2,77 
12HS 18,75±3,37* 42,85±12,28 2,37±1,23* 30,26±5,32 4,76±1,56* 
24HS 16,25±3,41 51,27±8,20 2,95±1,90* 25,66±9,37 3,88±1,70* 
48HS 12,47±3,86 51,47±6,69* 2,54±0,84* 29,06±7,56 4,47±1,25* 
72HS 19,13±4,40* 47,29±5,68 1,31±0,72* 29,22±4,38 3,04±1,98* 
1wkHS 16,41±4,23* 52,74±8,21* 1,06±0,67* 28,91±4,18 1,88±0,83* 
(MLC1s e 2s: isoformas lentas de miosinas de cadeia leve do tipo 1 e 2, respectivamente; MLC1f, 2f e 3f: 
isoformas rápidas de miosinas de cadeia leve do tipo 1, 2 e 3, respectivamente). 
*Cont vs. todos os outros grupos experimentais (p<0,05). 
 
Das alterações fenotípicas observadas no gastrocnemius, é de salientar um aumento de 
cerca de 50% do teor de MLC3f após as 72 horas de ausência de carga. Relativamente à 
MLC2s verificou-se uma diminuição significativa da sua expressão após uma semana de 
ausência de carga, aproximadamente 8 vezes relativamente ao controlo. O teor de 
MLC1s também apresentou uma diminuição ainda mais acentuada, sobretudo nos 
momentos iniciais do processo atrófico (figura 27 & tabela 4). 
 
 
2.2. Parâmetros apoptóticos  
 
Na pesquisa da importância dos processos apoptóticos na resposta atrófica induzida por 
suspensão do membro traseiro, foram utilizados vários marcadores bioquímicos como por 
exemplo o índice apoptótico e a actividade das caspases-3 e -8. Estes parâmetros 
apoptóticos quando expressos em Densidade Óptica por mg de proteína, apresentaram 
valores basais mais elevados no soleus do que no gastrocnemius. No que concerne à 
actividade relativa das caspases, verifica-se que no soleus, a caspase-8 apresenta 
valores de actividade ligeiramente mais elevados do que a caspase-3 enquanto que no 
gastrocnemius se verifica o oposto (tabela 5). 
 
  
Tabela 5: Valores do índice geral de apoptose e de actividade da caspase-3 e -8 
expressa em Densidade Óptica (DO)/mg proteína nos músculos soleus e 
gastrocnemius para o grupo controlo. Os resultados são valores médios ± desvio 
padrão. 
                      Músculo 
DO/mg proteína 
 
Soleus 
 
Gastrocnemius 
Índice geral de apoptose 0,851 ± 0,389 0,172 ± 0,065 
Caspase-3 0,0378 ± 0,0031 0,0246 ± 0,0131 
Caspase-8 0,0419 ± 0,0124 0,00962 ± 0,00416 
 
 
Na figura 28 estão ilustradas as variações do teor em mono- e oligonucleossomas na 
fracção citoplasmática dos músculos soleus e gastrocnemius ao longo de uma semana 
de microgravidade simulada, notando-se alterações mais acentuadas no soleus. 
Efectivamente, o teor máximo em mono- e oligonucleossomas é atingido ao fim de 24 
horas de suspensão do membro traseiro no músculo soleus, observando-se um 
incremento de 200% relativamente ao grupo controlo. No músculo gastrocnemius, este 
marcador geral de apoptose atinge o aumento máximo, de 140% acima do grupo 
controlo, após 6 horas de ausência de carga. Subsequentemente a cada um destes 
incrementos, observa-se em ambos os músculos uma diminuição dos valores deste 
marcador apoptótico para níveis próximos do controlo. Após as 48 horas e até ao final do 
período experimental estudado, a quantidade de mono- e oligonucleossomas aumentou 
gradualmente em ambos os músculos. 
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Figura 28: Efeito da suspensão do membro traseiro no índice apoptótico ao 
longo de uma semana, nos músculos soleus (  ) e gastrocnemius (  ). Os 
valores apresentados (média ± desvio padrão) são expressos como 
percentagem do controlo (Cont). 
* p<0,05 Cont vs. todos os outros grupos; # p<0,05 12HS vs. 6HS, 24HS e 
48HS; † p<0,05 24HS vs. 6HS e 48HS. 
 
 
No que concerne às caspase-3 e -8, verifica-se um aumento da actividade destas duas 
proteases nos músculos soleus e gastrocnemius em condições de microgravidade 
simulada. No músculo soleus, a actividade máxima das caspases -3 e -8, 170% e 218% 
do controlo, respectivamente, foi observada em animais do grupo 12HS (figura 29). 
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Figura 29: Efeito da suspensão do membro traseiro na actividade da caspase-3 
(   ) e da caspase-8 (   ) em diferentes momentos ao longo de uma semana no 
músculo soleus. Os valores (média ± desvio padrão) são expressos em 
percentagem do controlo (Cont).  
* p<0,05 Cont vs. todos os outros grupos; # p<0,05 12HS vs. 6HS, 24HS, 
48HS, 72HS e 1wkHS. 
 
 
No músculo gastrocnemius, as alterações da actividade da caspase-3 e -8 não foram tão 
proeminentes como no soleus, no entanto, foram significativas em alguns momentos ao 
longo do período experimental avaliado. Como se pode constatar na figura 30, as 
caspases -3 e -8 apresentaram um incremento máximo e significativo de actividade, 97% 
e 47% relativamente ao grupo controlo, respectivamente, às 6 horas de ausência de 
carga.  
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Figura 30: Efeito da suspensão do membro traseiro na actividade da 
caspase-3 (   ) e da caspase-8 (   ) em diferentes momentos ao longo de 
uma semana no músculo gastrocnemius. Os valores (média ± desvio 
padrão) são expressos em percentagem do controlo (Cont).  
* p<0,05 Cont vs. todos os outros grupos; # p<0,05 12HS vs. 6HS, 48HS e 
72HS. 
  
 
A expressão de duas proteínas da família Bcl-2 com acção pró- e anti-apoptótica foi 
também avaliada nos músculos soleus e gastrocnemius, tendo-se observado valores 
basais de expressão de Bax mais elevados no soleus do que no gastrocnemius em cerca 
de 30%. Contrariamente, o teor de Bcl-2 no grupo controlo foi 21% maior no 
gastrocnemius comparativamente ao soleus. A análise conjunta da expressão destas 
proteínas da família Bcl-2 pela razão Bax/Bcl-2 evidenciou valores mais elevados, em 
aproximadamente 59%, no soleus relativamente ao gastrocnemius (tabela 6). 
 
 
Tabela 6: Valores de DO per mg de proteína de Bax, Bcl-2 e da relação Bax/Bcl-2 nos 
músculos soleus e gastrocnemius para o grupo controlo. Os resultados são valores médios ± 
desvio padrão. 
                      Músculo 
DO/mg proteína 
 
Soleus 
 
Gastrocnemius 
Bax 2,165 ± 0,112 1,654 ± 0,107 
Bcl-2 1,113 ± 0,026 1,346 ± 0,031 
Bax/Bcl-2 1,950 ± 0,084 1,228 ± 0,119 
 
* # 
* 
* 
# 
* # 
* 
* 
# 
A expressão da proteína pró-apoptótica Bax apresentou diferenças significativas ao longo 
de uma semana de suspensão do membro traseiro, mais evidentes no músculo soleus. A 
análise da figura 31 aponta para um padrão de variação do teor em Bax no músculo 
soleus semelhante à tendência observada para a actividade das caspases -3 e -8,  com 
uma expressão máxima às 12 horas de ausência de carga. Em oposição, o teor em Bcl-2 
diminuiu nas primeiras 6 horas de microgravidade, em aproximadamente 27% 
relativamente ao controlo. Estes efeitos quando analisados em conjunto, através da razão 
Bax/Bcl-2, apresentaram um incremento significativo, de aproximadamente 60%, às 6 
horas de suspensão do membro traseiro. 
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Figura 31: Efeito do tempo de suspensão do membro traseiro no teor em Bax 
(   ) e Bcl-2 (   ), bem como na razão Bax/Bcl-2 (   ) no músculo soleus. As 
imagens, imediatamente abaixo do histograma, são representativas do 
western blotting do Bax e do Bcl-2, respectivamente, para cada grupo. Os 
valores (média ± desvio padrão) são expressos em percentagem do controlo.  
* Cont vs. todos os outros grupos (p<0,05); # 48HS vs. 6HS, 12HS, 24HS, 
72HS e 1wkHS (p<0,05). 
 
 
No gastrocnemius, a expressão de Bax aumentou até às 12 horas de ausência de carga 
diminuindo gradualmente até às 48 horas, para valores significativamente abaixo do 
controlo, como se pode constatar pela análise da figura 32. Contrariamente ao observado 
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no soleus, o teor em Bcl-2 aumentou gradualmente, atingindo um incremento máximo 
significativo no grupo 48HS. A razão Bax/Bcl-2 seguiu uma tendência oposta, isto é, 
decresceu significativamente atingindo um valor mínimo de aproximadamente 70% 
abaixo do controlo às 48 horas de ausência de carga, aumentando no restante período 
de tempo analisado.  
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Figura 32: Efeito da suspensão do membro traseiro no teor em Bax (   ), Bcl-2 
(  ) e na razão Bax/Bcl-2 (  ) ao longo de uma semana no músculo 
gastrocnemius. As imagens abaixo do histograma são representativas do 
western blotting do Bax e do Bcl-2, respectivamente, por grupo experimental. 
Os valores (média ± desvio padrão) são expressos como percentagem do 
controlo.   
* Cont vs. todos os outros grupos (p<0,05); # 48HS vs. 6HS, 12HS, 24HS, 
72HS e 1wkHS (p<0,05). 
 
 
Na figura 33 apresentam-se os resultados relativos à expressão do factor indutor de 
apoptose (AIF) no músculo soleus. Como se pode observar, é evidente um aumento do 
teor desta proteína pró-apoptótica, que culmina num incremento significativo de 140% 
relativamente ao controlo no grupo 24HS. Nos momentos finais do protocolo 
experimental, a expressão de AIF apresentou algumas oscilações na gama dos valores 
do grupo controlo. Na mesma figura observa-se, para o gastrocnemius, uma elevação 
gradual da expressão de AIF, detectando-se ao fim de uma semana de ausência de 
carga uma elevação de aproximadamente 50% relativamente aos valores controlo. 
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Figura 33: Efeito da suspensão do membro traseiro no teor em AIF no 
músculo soleus (   ) e gastrocnemius (   ) ao longo de uma semana. A 
imagem imediatamente abaixo do histograma é representativa do 
western blotting obtido para cada grupo experimental. Os valores (média 
± desvio padrão) são expressos como percentagem do controlo.  
*Cont vs. 6HS, 12HS, 72HS e 1wkHS (p<0,05); ‡ 6HS vs. 12HS 
(p<0,05); # 24HS vs. todos os outros grupos (p<0,05); † 1wkHS vs. 
12HS, 48HS e 72HS (p<0,05).  
 
 
Na figura 34 é evidenciado o efeito da ausência de carga na expressão do p53 nos 
músculos soleus e gastrocnemius ao longo de uma semana. O teor deste factor de 
transcrição aumentou de forma significativa no soleus relativamente à situação controlo, 
com particular expressão no grupo 24HS (246%) diminuindo no restante período de 
tempo estudado. No gastrocnemius, não são observadas variações significativas do teor 
deste factor de transcrição. 
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Figura 34: Efeito da suspensão do membro traseiro no teor em p53 nos 
músculos soleus (  ) e gastrocnemius (  ) ao longo de uma semana. 
Imediatamente abaixo do histograma é apresentada uma imagem 
representativa do western blotting para todos os grupos experimentais. Os 
valores (média ± desvio padrão) são expressos como percentagem do 
controlo. 
No soleus os valores de p53 são significativamente distintos para todos os 
grupos (p<0,05). 
 
 
Como se pode verificar pela análise da figura 35, a expressão da proteína p21 no 
músculo gastrocnemius apresentou alterações significativas nas condições atróficas 
impostas. Efectivamente, o teor de p21 diminuiu de forma significativa nas primeiras 48 
horas de ausência de carga, em aproximadamente 30% relativamente ao controlo. No 
músculo soleus não foi detectada a expressão de p21 com a metodologia de western 
blotting utilizada. 
 
 
 0
20
40
60
80
100
120
Cont 6HS 12HS 24HS 48HS 72HS 1wkHS
grupo experimental
%
 
do
 
c
o
n
tr
o
lo
 
                   
Figura 35: Efeito da suspensão do membro traseiro na expressão de p21 no 
músculo gastrocnemius ao longo de uma semana. Abaixo do histograma é 
apresentada uma imagem representativa do western blotting para todos os 
grupos experimentais. Os valores (média ± desvio padrão) são expressos em 
percentagem do controlo. 
*Cont vs. todos os outros grupos (p<0,05); # 24HS vs. 72HS (p<0,05). 
 
 
2.3. Parâmetros de necrose 
 
Na análise comparativa dos valores basais de actividade das enzimas mieloperoxidase 
(MPO) e N-acetilglucosaminidase (NAG) nos músculos soleus e gastrocnemius (tabela 7) 
reconhecem-se valores mais elevados no gastrocnemius relativamente ao soleus, em 
cerca de 250% para a NAG e 28% para a MPO. 
 
Tabela 7: Valores de actividade das enzimas N-acetilglucosaminidase (NAG) e 
mieloperoxidase (MPO) nos músculos soleus e gastrocnemius para o grupo controlo. 
Os resultados são valores médios ± desvio padrão. 
                      Músculo 
Enzima 
 
Soleus 
 
Gastrocnemius 
NAG (U/L) 1,204 ± 0,047 4,265 ± 0,026 
MPO (U/mg proteína) 0,186 ± 0,011 0,239 ± 0,049 
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Pela análise da figura 36 verificou-se que a actividade da enzima N-
acetilglucosaminidase (NAG) aumentou em ambos os músculos analisados, embora de 
forma mais expressiva no soleus relativamente ao músculo gastrocnemius. 
Adicionalmente, constatou-se que a actividade máxima desta enzima lisossómica foi 
atingida entre as 24 e as 48 horas de ausência de carga no gastrocnemius (16% acima 
do controlo) enquanto que, no soleus, o pico de actividade da NAG foi observado 
posteriormente, às 72 horas de ausência de carga (60% relativamente ao grupo controlo).  
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Figura 36: Variação da actividade da N-acetilglucosaminidase (NAG) ao longo 
de uma semana de suspensão do membro traseiro nos músculos soleus (   ) 
e  gastrocnemius (   ). Os valores (média ± desvio padrão) são expressos em 
percentagem do controlo. 
*Cont vs. todos os grupos (p<0,05); # 24HS vs. 6HS, 12HS, 48HS e 72HS 
(p<0,05). 
 
 
Como se pode observar na figura 37, a actividade da mieloperoxidase (MPO) atingiu 
valores máximos nos grupos 24HS e 72HS comparativamente ao controlo, no 
gastrocnemius e soleus, respectivamente. O incremento de actividade da MPO foi mais 
acentuado no gastrocnemius (170%) comparativamente ao soleus (60%). 
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Figura 37: Efeito da suspensão do membro traseiro na actividade da actividade 
da mieloperoxidase nos músculos soleus (   ) e gastrocnemius (   ) ao longo de 
uma semana. Os valores (média ± desvio padrão) são expressos em 
percentagem do controlo. 
* Cont vs. todos os outros grupos (p<0,05); #24HS vs. 6HS, 12HS, 48HS, 72HS 
e 1wkHS (p<0,05). 
 
 
2.4. Marcadores de Proteólise Celular 
 
Na figura 38 é notório um aumento de lesão oxidativa proteica no músculo soleus nas 
primeiras 12 horas e às 48 horas de ausência de carga, 29% e 38% relativamente ao 
controlo, respectivamente. No gastrocnemius observou-se um incremento de 27% nas 
primeiras 6 horas e de 50% ao fim de uma semana de ausência de carga. 
 
 
* # 
* # 
* 
* # 
* # 
# 
* # # 
# # 
# 
                                                                                                                                            Resultados 
95 
 
0
40
80
120
160
200
Cont 6HS 12HS 24HS 48HS 72HS 1wkHS
grupo experimental
%
 
do
 
c
o
n
tr
o
lo
 
                   
                  
 
Figura 38: Efeito do tempo de suspensão do membro traseiro no teor em 
grupos carbonilo no músculo soleus (  ) e gastrocnemius (  ). Abaixo do 
histograma é apresentada uma imagem representativa do slot blot para todos 
os grupos experimentais. Os valores (média ± desvio padrão) são expressos 
em percentagem do controlo. 
* Cont vs. todos os outros grupos (p<0,05); # 1wkHS vs. 6HS, 12HS, 48HS e 
72HS (p<0,05). 
 
 
Na figura 39 estão ilustradas as alterações da expressão da proteína ubiquitina no 
músculo gastrocnemius ao longo de uma semana de suspensão do membro traseiro. 
Nesta figura observa-se um aumento progressivo do teor desta proteína durante as 
primeiras 12 horas (75% acima do controlo). Posteriormente são detectados dois picos de 
expressão, às 48 horas e uma semana de ausência de carga, de aproximadamente 200% 
em ambos os casos.  
No músculo soleus não se detectou expressão desta proteína com a metodologia de 
western blotting utilizada. 
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Figura 39: Variação do teor em ubiquitina no músculo gastrocnemius ao longo 
de uma semana de suspensão do membro traseiro. Abaixo do histograma é 
apresentada uma imagem representativa do western blotting para todos os 
grupos experimentais. Os valores (média ± desvio padrão) são expressos em 
percentagem do controlo. 
* Cont vs. todos os outros grupos (p<0,05); #24HS vs. 6HS, 12HS, 48HS e 
1wkHS (p<0,05). 
 
 
Relativamente à expressão do factor de transcrição NF-kB, observaram-se algumas 
diferenças no teor relativo das subunidades do NF-kB nos músculos soleus e 
gastrocnemius em condições basais. Enquanto que no músculo soleus, os valores de 
densidade óptica (DO) por mg de proteína são mais elevados para a subunidade p65 
relativamente à p50, no gastrocnemius verifica-se uma tendência oposta (tabela 8).  
 
Tabela 8: Valores de DO per mg de proteína para as subunidades p65 e p50 do NF-
kB nos músculos soleus e gastrocnemius para o grupo controlo. Os resultados são 
valores médios ± desvio padrão. 
                      Músculo 
DO/mg proteína 
 
Soleus 
 
Gastrocnemius 
p65 1,004 ± 0,010 1,016 ± 0,005 
p50 0,668 ± 0,068 1,328 ± 0,312 
 
 
A variação da expressão do factor de transcrição NF-kB no músculo gastrocnemius ao 
longo de uma semana de suspensão do membro traseiro apresentou uma tendência 
semelhante à da ubiquitina, isto é, o seu teor aumentou até às 12 horas de suspensão do 
membro traseiro tendo diminuído no restante período experimental, embora apresente 
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teores acima do controlo (figura 40). As alterações mais proeminentes foram observadas 
para a subunidade p65 no grupo experimental 12HS (280% acima do controlo). 
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Figura 40: Efeito da suspensão do membro traseiro na quantidade de NF-kB 
(p65 (   ) e p50 (   )) no músculo gastrocnemius ao longo de uma semana. 
Abaixo do histograma é apresentada uma imagem representativa do western 
blotting para cada grupo experimental. Os valores (média ± desvio padrão) são 
expressos em percentagem relativa ao grupo controlo. 
*Cont vs. outros grupos (p<0,05). 
 
 
No que se refere à expressão de NF-kB no músculo soleus, notou-se um aumento 
significativo da expressão de p65 nas primeiras 12 horas de ausência de carga (15% 
relativamente ao controlo). Relativamente à subunidade p50, reconhece-se na figura 41 
uma diminuição não significativa da sua expressão nas primeiras 24 horas de ausência 
de carga. 
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Figura 41: Efeito da suspensão do membro traseiro na quantidade de NF-kB 
(p65 (   ) e p50 (   )) no músculo soleus ao longo de uma semana. Abaixo do 
histograma é apresentada uma imagem representativa do western blotting 
para cada grupo experimental. Os valores (média ± desvio padrão) são 
expressos em percentagem relativa ao controlo. 
*Cont vs. 12HS (p<0,05); # 12HS vs. 6HS (p<0,05); † 24HS vs. 48HS e 1wkHS 
(p<0,05). 
 
 
A actividade das calpaínas foi determinada nos diferentes músculos estudados tendo-se 
obtido valores basais claramente mais elevados no gastrocnemius comparativamente ao 
soleus (tabela 9). 
 
Tabela 9: Valores de actividade das calpaínas, expressa em variação da densidade 
óptica (∆DO) /min/mg de proteína, nos músculos soleus e gastrocnemius para o 
grupo controlo. Os resultados são valores médios ± desvio padrão. 
Músculo Soleus Gastrocnemius 
Calpaínas 
(∆DO/min/mg proteína) 
 
0,668 ± 0,068 
 
1,328 ± 0,312 
 
 
A actividade das calpaínas apresentou variações significativas em ambos os músculos 
analisados ao longo de uma semana de suspensão do membro traseiro. No 
gastrocnemius, a actividade destas proteases aumentou gradualmente apresentando um 
máximo de 48% relativamente ao controlo, às 48 horas de suspensão do membro 
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traseiro. No soleus, também se observou um incremento máximo de aproximadamente 
500% da actividade das calpaínas no grupo 48HS (figura 42). 
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Figura 42: Variação da actividade das calpaínas no músculo soleus (   ) e no 
gastrocnemius (  ) ao longo de uma semana de suspensão do membro 
traseiro. Os resultados (média ± desvio padrão) são expressos em 
percentagem do controlo. 
* Cont vs. todos os outros grupos (p<0,05); ‡ 24HS vs. 12HS, 72HS e 1wkHS 
(p<0,05); # 48HS vs. 6HS, 12HS, 24HS, 72HS e 1wkHS (p<0,05); † 1wkHS 
vs. 12HS (p<0,05). 
 
  
2.5. Marcadores de  proliferação celular  
 
Os resultados referentes às alterações induzidas pela suspensão do membro traseiro na 
proliferação celular são apresentados para o músculo gastrocnemius apesar de 
inicialmente se ter tentado aplicar a mesma abordagem experimental ao soleus. No 
entanto, a sensibilidade dos métodos utilizados com essa finalidade,  particularmente os 
que envolveram o manuseamento de amostras de DNA, não foi suficiente para ser 
aplicada com sucesso a um músculo tão pequeno como o soleus.  
 
A razão proteína-DNA traduz a resposta atrófica do gastrocnemius ao longo de uma 
semana de suspensão do membro traseiro. A análise da figura 43 evidencia alterações 
acentuadas deste parâmetro nos primeiros momentos do protocolo experimental. Após 
48 horas de ausência de carga e durante o restante período experimental analisado, 
observa-se um aumento constante da razão proteína – DNA. As alterações temporais 
deste marcador de atrofia muscular esquelética parecem reflectir, essencialmente,  as 
* 
* # 
#‡† 
*# 
*# 
*# 
*‡ 
‡ 
 
‡ 
 
* * 
variações proeminentes da relação teor de DNA: massa muscular, como se pode 
constatar na figura 43. 
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Figura 43: Variação da razão proteína:massa muscular (  ), DNA:massa 
muscular (   ) e proteína:DNA (   ) do músculo gastrocnemius ao longo de uma 
semana de suspensão do membro traseiro. Os valores (média ± desvio 
padrão) são expressos como percentagem do controlo. 
*p<0,05 vs. 0h (Cont). 
 
 
A actividade proliferativa no músculo gastrocnemius foi monitorizada com recurso à 
técnica de south-western blotting. Os resultados obtidos com esta metodologia 
evidenciam um aumento de 200% da actividade mitótica comparativamente ao grupo 
controlo, durante as primeiras 6 horas seguido de um decréscimo gradual até às 72 horas 
de ausência de carga (figura 44). Após uma semana de suspensão do membro traseiro, a 
proliferação celular aumentou aproximadamente 130% relativamente ao controlo. 
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Figura 44: Efeito da suspensão do membro traseiro na proliferação celular no 
músculo gastrocnemius avaliada por south-western blotting. Imediatamente 
abaixo do histograma, a imagem evidencia um blotting representativo da 
incorporação de BrdU por cada grupo experimental. Os valores (média e desvio 
padrão) são expressos como percentagem acima do controlo (Cont).  
* p<0,05 Cont vs. todos os outros grupos; # p<0,05 6HS vs. 12HS, 24HS, 
48HS, 72HS e 1wkHS; † p<0,05 12HS vs. 24HS, 48HS e 72HS; ‡ p<0,05 24HS 
vs. 48HS, 72HS e 1wkHS; Τ p<0,05 48HS vs. 1wkHS; ⊥ p<0,05 72HS vs. 
1wkHS. 
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Com o intuito de simular um ambiente de ausência de gravidade, no presente trabalho 
optámos por suspender os animais pela cauda, atendendo à adequação deste modelo 
para o estudo do sistema muscular esquelético sob condições de microgravidade 
simulada [89, 187]. A maioria dos trabalhos sobre atrofia muscular esquelética, utilizando 
este e outros modelos experimentais, analisam o processo de deterioração muscular 
normalmente após uma semana de ausência de carga [20, 29, 73, 91, 102, 120, 139, 
192, 248, 257]. A convicção de que os momentos iniciais da resposta muscular 
esquelética a condições de microgravidade simulada são determinantes para a 
progressão da atrofia e que o seu conhecimento detalhado poderá ajudar na planificação 
de medidas preventivas e no desenvolvimento de terapias eficazes, conduziu à 
delineação deste estudo. Assim, neste trabalho, procedeu-se à análise da contribuição de 
vários mecanismos celulares na progressão da resposta atrófica em dois músculos 
esqueléticos com fenótipos distintos, em diferentes momentos ao longo de uma semana 
de suspensão dos ratinhos pela sua cauda.  
 
Os resultados morfométricos apresentados na figura 8, comprovam que a suspensão dos 
animais induz uma diminuição significativa da área de secção transversal das fibras, tanto 
no músculo soleus como no gastrocnemius, o que está de acordo com estudos anteriores 
[28, 49, 65, 93, 94, 139, 183, 248, 284]. No entanto, a diminuição da área de secção 
transversal da fibra do músculo soleus observada no nosso estudo (aproximadamente 
27%) foi menor do que a constatada por Dapp et al. [65] (37%) e por Mussachia et al. 
[192] (40%) após o mesmo período de suspensão do membro traseiro e de voo espacial, 
respectivamente. No nosso estudo, a diminuição da área de secção transversal média 
das fibras foi mais acentuada no músculo gastrocnemius (44%) do que no soleus, 
embora com maior variabilidade intragrupo (evidenciada pelo maior desvio padrão), o que 
se poderá ser atribuído ao facto de se ter considerado simultaneamente as porções 
branca e vermelha deste músculo (figura 8). Esta tendência dos resultados foi inesperada 
atendendo à generalidade do descrito na literatura que refere uma maior atrofia das fibras 
de contracção lenta relativamente às de contracção rápida [28, 73, 74, 77, 91, 93, 197, 
231, 276]. A análise diferencial das porções branca e vermelha do gastrocnemius (figura 
9) evidencia uma diminuição ligeiramente superior da área de secção transversal das 
fibras da porção vermelha relativamente à branca (47% vs. 40%). No entanto, outros 
autores observaram uma tendência semelhante à constatada no nosso trabalho. 
Mussachia et al. [192] observaram no músculo extensor digitorium longus (EDL) reduções 
significativas da área de secção transversal de fibras de contracção rápida e apenas 
reduções marginais da área de secção transversal das fibras de contracção lenta após 
uma semana de voo espacial. Também Edgerton et al. [84] registaram uma diminuição 
significativa da área de secção transversal das fibras do vastus lateralis em humanos 
após 11 dias de voo espacial, sendo mais evidente nas fibras tipo IIb do que nas tipo I. 
Estas diferenças entre os vários estudos poderão ser explicadas por diversos factores, 
tais como a estirpe dos animais utilizados, o desenho experimental e, sobretudo, a 
técnica de corte dos músculos em análise dado que não existe um indicador que possa 
garantir a eficácia do padrão de corte. Uma fibra pode estar cortada transversalmente e 
as adjacentes não. Independentemente da maior ou menor susceptibilidade do tipo de 
fibra muscular à ausência de carga, em todos os estudos, incluindo o nosso, foi 
constatado no final do período experimental, uma diminuição do tamanho da fibra 
muscular sugestiva da ocorrência de atrofia. Assim, os resultados obtidos neste trabalho 
sugerem que o modelo de hipogravidade simulada utilizado foi eficaz na indução de 
atrofia muscular esquelética.  
 
Os dados relativos às alterações de massa muscular esquelética (tabelas 2 & 3) 
evidenciam uma diminuição significativa deste indicador de atrofia, à semelhança do 
constatado em estudos anteriores [73, 91, 93, 94, 118, 120, 121, 138, 149, 231]. Nos 
músculos esqueléticos avaliados, observaram-se decréscimos mais proeminentes no 
soleus comparativamente ao gastrocnemius após uma semana de microgravidade 
simulada (33% vs. 17%, respectivamente). Fitts et al. [91], registaram diminuições de 
massa muscular superiores a 37% no músculo soleus de rato após uma semana de voo 
espacial. Contudo, após voos espaciais de longa duração (superiores a 200 dias), os 
declínios de massa muscular apresentaram valores semelhantes em ambos os músculos 
soleus e gastrocnemius reflectindo-se numa diminuição funcional de aproximadamente 
30% na força muscular [91].  
 
Apesar da massa muscular ser bastante utilizada como um indicador geral de atrofia, no 
caso do músculo gastrocnemius, este marcador é utilizado com alguma prudência dado 
que o limite proximal deste músculo não é bem definido, ao contrário do soleus, pelo que 
o volume de músculo colectado poderá não corresponder à massa real (total) do 
gastrocnemius. A diminuição de massa neste músculo foi menor do que a redução da 
área de secção transversal da fibra. Contrariamente, no soleus a redução de massa 
muscular foi mais acentuada do que o declínio de volume da fibra avaliada pela área de 
secção transversal da mesma, ao contrário do constatado por Desplanches et al. [73], 
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que reportaram uma diminuição de 60% de massa muscular e de 75% da área de secção 
transversal da fibra no soleus após 5 semanas de suspensão do membro traseiro. Berg et 
al. [28], constataram que, paralelamente à diminuição da área de secção transversal da 
fibra muscular observada em humanos após 4 semanas de ausência de carga, ocorre 
uma diminuição da densidade muscular avaliada por radiologia. Segundo estes autores, 
esta diminuição de densidade muscular sugere a deposição de gordura ou um aumento 
do teor de água nos músculos. O nosso estudo avaliou a resposta atrófica em tempos 
mais curtos de microgravidade simulada comparativamente a trabalhos experimentais 
similares, pelo que é de esperar que as manifestações de atrofia muscular esquelética 
sejam menos acentuadas. Ainda assim, foram observadas alterações ultraestruturais 
sugestivas de edema intracelular logo a partir das 12 horas de suspensão do membro 
traseiro (figura 19). Da mesma forma, a ocorrência de uma reacção inflamatória 
pressupõe a existência concomitante de um edema intersticial. Dado que muitos dos 
parâmetros estudados na resposta atrófica são relativizados à massa muscular, então a 
atrofia muscular esquelética poderá estar a ser subestimada [28]. A redução da área 
transversal das fibras também pode ter sido subvalorizada pela existência de edema 
intracelular. 
 
Esta perda de massa muscular é espelhada por um decréscimo acentuado de proteína 
muscular [28, 94, 120, 121]. De facto, os resultados obtidos para o músculo soleus no 
nosso estudo (tabela 2) reflectem esta tendência dado que, paralelamente à diminuição 
de massa muscular, foi observado um decréscimo significativo da concentração de 
proteína muscular (32%). No gastrocnemius também se observou uma diminuição da 
proteína muscular ao fim de uma semana de ausência de carga embora sem significado 
estatístico (tabela 3). Esta diminuição da concentração proteica poderá encontrar-se 
subvalorizada, particularmente a partir das 24 horas, atendendo ao pico de actividade da 
MPO (figura 37), dado que a formação do exsudado da reacção inflamatória poderá 
contribuir de forma significativa para o aumento da quantidade de proteína no músculo 
como um todo.  
 
No caso do gastrocnemius, utilizou-se também, como marcador de atrofia muscular, a 
relação entre a concentração de proteína e o teor de DNA (figura 43). A razão proteína-
DNA é por vezes utilizada como indicador de atrofia muscular esquelética uma vez que 
as alterações observadas neste parâmetro são consistentes com a diminuição do 
tamanho de fibra [121, 284]. Embora o DNA muscular total seja heterogéneo e possa 
estar contaminado com DNA não muscular, a razão proteína-DNA no músculo é 
geralmente utilizada como um parâmetro grosseiro de avaliação do domínio mionuclear, 
que é também directamente proporcional à área de secção transversal da fibra [121]. 
Atendendo aos resultados apresentados na figura 43 para o músculo gastrocnemius, o 
perfil de variação do teor proteína-DNA parece reflectir essencialmente as variações da 
quantidade de DNA relativizada à massa muscular uma vez que não se observaram 
diferenças significativas na concentração proteica por massa de músculo, o que está de 
acordo com os resultados obtidos anteriormente por Darr e Schultz [66]. A quantidade de 
DNA/massa de músculo diminuiu após uma semana de ausência de carga o que parece 
reflectir a perda total de núcleos genericamente observada em músculos atróficos [120, 
183, 192, 284]. Mussachia et al. [192], observaram perdas comparáveis de massa 
muscular, de concentração proteica total, de RNA total e da razão DNA-proteína no 
músculo soleus de animais submetidos a uma semana de suspensão total do organismo. 
Estas observações confirmam a relação existente entre a massa muscular e a razão 
DNA-proteína, o que torna esta relação um indicador adequado de atrofia muscular 
esquelética. Os resultados apresentados na figura 43 suportam a tendência observada na 
figura 8 e na tabela 3 para o músculo gastrocnemius. Estes dados sugerem, ainda, que a 
diminuição do teor em DNA constituiu uma das reacções celulares primárias do tecido 
muscular esquelético à ausência de carga.  
 
A atrofia muscular e a concomitante deterioração funcional observada durante a 
suspensão dos animais não pode ser atribuída apenas à redução proporcional de volume 
muscular e dos seus componentes estruturais [231]. Esta entidade anatomopatológica 
ocorre com alterações desproporcionais ao nível dos componentes celulares específicos, 
que podem envolver a regulação da expressão genética com modificações proteicas. As 
alterações dos componentes proteicos resultam em tecidos com diferentes níveis de 
actina vs. miosina, de enzimas aeróbias vs. anaeróbias e de isoformas envolvidas na 
contracção lenta vs. rápida, com consequente modificação da capacidade contráctil 
muscular [231]. Uma vez que as isoformas de MLC apresentam também um papel 
importante nas propriedades contrácteis das fibras musculares, recentemente alguns 
trabalhos experimentais [41, 250, 273] referem as alterações destas isoformas como uma 
das alterações fenotípicas associadas à atrofia do tecido muscular. De facto, alguns 
autores, com recurso a diversos estímulos experimentais [40, 41, 249, 250, 272, 273], 
têm observado que as transformações ocorridas a nível das isoformas de MHC são 
acompanhadas de alterações no mesmo sentido, isto é, de fibras tipo I para tipo II, e de 
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forma sequencial das isoformas de MLC. Os resultados do nosso estudo (tabela 4) 
evidenciam uma alteração fenotípica das fibras musculares do gastrocnemius de animais 
sujeitos ao processo atrófico. De facto, após uma semana de suspensão dos ratinhos, 
este músculo apresentou uma diminuição das isoformas de MLC1s e de MLC2s e um 
consequente aumento das isoformas de MLC1f, de MLC2f e verificou-se ainda um 
incremento acentuado da isoforma de MLC3f. De forma semelhante, no trabalho 
desenvolvido por Stevens et al. [250], e utilizando como modelo experimental a 
suspensão de membros traseiros de ratos Wistar, durante um período de 14 dias, 
verificou-se um aumento da proporção de fibras de contracção rápida em detrimento de 
fibras de contracção lenta. Estes autores demostraram que, relativamente ao músculo 
gastrocnemius, as alterações fenótipicas das isoformas de MLC acompanham as 
modificações das isoformas de MHC. Neste sentido, observaram um decréscimo das 
isoformas de MLC1s que foi acompanhado de um aumento da expressão das isoformas 
de MLC1f. Constataram, ainda, um aumento bastante pronunciado da isoforma de 
MLC3f, o que vem de encontro ao facto de esta isoforma apresentar maior afinidade para 
as isoformas de MHC IId e de MHC IIb [250, 272], cuja expressão parece aumentar em 
condições atróficas, com prejuízo na expressão das isoformas de MHC IIa [45, 250, 259]. 
Um outro estudo, utilizando o mesmo modelo experimental mas durante um período de 3 
semanas [220], mostrou que as alterações fenótipicas, observadas no músculo soleus de 
ratos jovens, consistiram no aparecimento das isoformas de MHC IId e de MHC IIb, não 
usuais neste tipo de músculo. Estes autores constataram ainda alterações na expressão 
das isoformas de MLC, evidenciadas por uma diminuição da isoforma de MLC2s e por 
um aumento das isoformas de MLC1f e MLC2f. No nosso trabalho, contrariamente ao 
esperado e ao observado no músculo gastrocnemius, não se observaram alterações no 
teor relativo das isoformas MLC no músculo soleus, possivelmente justificado pelo curto 
período de suspensão do animal (uma semana). Se a resposta atrófica tivesse sido 
avaliada após períodos mais prolongados de suspensão do membro traseiro ter-se-iam 
observado alterações significativas da percentagem das diferentes isoformas MLC.  
A semelhança existente entre as alterações fenotípicas observadas no nosso estudo, 
para o gastrocnemius, e os de outros estudos com tempos mais prolongados de 
microgravidade simulada sugere que os mecanismos celulares subjacentes às fases 
iniciais do processo atrófico parecem determinar a tendência fenotípica observada em 
etapas posteriores. 
O aumento da expressão da isoforma de MLC2f observado no nosso estudo, vem de 
encontro ao constatado por Bozzo et al. [41] que paralelamente às transformações de 
fibras de contracção lenta em fibras de contracção rápida, verificaram um incremento da 
expressão das isoformas de MLC2f, bem como do grau de fosforilação destas isoformas. 
Efectivamente, o aumento da fosforilação da MLC2 tem sido associado à atrofia induzida 
por suspensão do membro traseiro [41]. O estado de fosforilação da MLC é mediada pela 
MLCK (myosin light chain kinase), uma cinase específica das miosinas, que requer a 
calmodulina-cálcio para a sua activação [179]. 
 
As alterações dos parâmetros morfométricos e bioquímicos de atrofia avaliados no 
presente trabalho experimental poderão ser compreendidos com base nos mecanismos 
de adaptação celular. Por exemplo, as fibras musculares esqueléticas são células 
multinucleadas pelo que oferecem a possibilidade de regular a expressão proteica não só 
por alteração diferencial no padrão e/ou quantidade de expressão genética mas também 
por modificações no número total de mionúcleos disponíveis para a expressão genética 
[284]. Tem sido demonstrado que a diminuição da actividade muscular resulta na 
diminuição do tamanho da fibra e do número mionuclear [171, 236, 284]. Até ao 
momento, a informação existente na literatura tem sido pouco consensual no que respeita 
à importância dos mecanismos de morte celular subjacentes às alterações morfológicas 
observadas em situações de microgravidade simulada. A maioria dos estudos que 
analisa as alterações bioquímicas associadas a condições atróficas defende a teoria de 
que os mecanismos apoptóticos são responsáveis pela remodelação tecidual observada 
em tais condições [7, 145, 165, 237, 263]. No entanto, alguns estudos, baseados 
essencialmente em dados morfológicos, defendem a ideia de que a necrose desempenha 
o papel primordial na degenerescência do tecido muscular observada em condições 
atróficas [14]. No nosso trabalho, a contribuição da apoptose e da reacção inflamatória foi 
simultaneamente monitorizada e, de uma forma geral, os resultados sugerem que ambos 
os mecanismos contribuem para o desenvolvimento da resposta atrófica do tecido 
muscular esquelético. Tais observações levantam a hipótese de que estes processos 
celulares não são tão independentes como previamente suposto e podem, 
inclusivamente, partilhar de algumas características comuns. Assim, a “aponecrose”, 
mais do que a apoptose ou a necrose isoladamente, poderá explicar as adaptações 
bioquímicas e morfológicas observadas em condições atróficas de uma forma 
semelhante à previamente descrita por Formigli et al. [95] para linhas celulares de 
fibroblastos. A análise da contribuição dos mecanismos de morte celular na resposta 
atrófica de músculos com diferentes fenótipos sugere que a apoptose assume particular 
importância no músculo soleus embora alguma actividade inflamatória subsequente ao 
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pico de actividade apoptótica tenha sido observada, o que está de acordo com os 
estudos que defendem a teoria da “aponecrose” [95, 200]. 
Os valores absolutos dos marcadores gerais de apoptose e de autólise (tabelas 5 & 7) 
evidenciam valores basais do índice de apoptose e de actividade das caspases-3 e -8 
mais elevados no soleus comparativamente ao gastrocnemius. Esta maior predisposição 
do soleus à apoptose poder-se-á atribuir ao maior número de mionúcleos existente nas 
fibras deste músculo, constituído quase exclusivamente nos animais por nós utilizados 
por fibras de contracção lenta, como anteriormente constatado por vários autores [10, 
284]. As diferenças de densidade mionuclear entre os tipos de fibras e entre os tipos de 
músculos podem estar associadas às várias propriedades das fibras. Por exemplo, as 
fibras de contracção lenta apresentam uma capacidade oxidativa e de resistência à 
fadiga elevadas, sendo normalmente recrutadas antes das fibras de contracção rápida 
nos trabalhos de baixa intensidade [284]. Também foi sugerido que algumas das 
decisões relativas à destruição nuclear residem no próprio núcleo, o que poderá explicar 
a maior susceptibilidade do soleus (com maior densidade mionuclear do que o 
gastrocnemius) à apoptose [10]. Mais ainda, havendo uma elevada correlação entre o 
teor mitocondrial e o número de mionúcleos presentes na fibra, como previamente 
sugerido [8, 90], então é possível que a activação da apoptose pela via mitocondrial, um 
mecanismo apoptótico fulcral no músculo esquelético [3, 235, 263] possa assumir um 
maior destaque no soleus.  
Durante uma semana de suspensão observaram-se alterações significativas do teor em 
mono- e oligonucleossomas citosólicos em ambos os músculos avaliados, sugestivas da 
activação da apoptose. No soleus, o incremento deste marcador apoptótico foi superior 
(200%) ao gastrocnemius (140%), como se pode constatar na figura 28. Smith et al. [237] 
também registaram um aumento da incidência da apoptose, avaliada por TUNEL, no 
músculo soleus de coelho após dois dias de imobilização. Assim, a perda de massa 
muscular durante o desuso poderá ser mediada pela diminuição do número de núcleos 
com manutenção de um balanço no domínio mionuclear [9, 236]. A análise da figura 28 
permite ainda verificar que o pico de actividade apoptótica no músculo gastrocnemius 
precede no tempo a resposta apoptótica máxima do soleus, 6 vs. 24 horas 
respectivamente. Estes dados bioquímicos apontam claramente para a activação dos 
mecanismos apoptóticos em condições de microgravidade simulada, o que poderá 
justificar a redução do teor em DNA observada no músculo gastrocnemius nestas 
condições (figura 43). No entanto, não foram encontradas evidências morfológicas 
inequívocas da ocorrência de apoptose, exceptuando a observação de algumas 
estruturas celulares sugestivas de hipotéticos corpos apoptóticos no músculo soleus, 72 
horas após a ausência de carga (figura 25). A análise morfológica parece não reforçar as 
evidências bioquímicas observadas que apontam claramente para o envolvimento de 
uma resposta apoptótica em condições de hipogravidade simulada. A avaliação 
ultraestrutural da apoptose é complexa no tecido muscular esquelético pelo facto de este 
processo assistir à eliminação de mionúcleos e dos respectivos domínios e não à morte 
da miofibra. Assim, o reconhecimento microscópico da apoptose é dificultado pela 
ocorrência de manifestações específicas do músculo esquelético, distintas do 
classicamente descrito para este mecanismo de morte celular noutros tecidos [7, 237].  
 
A contribuição da autólise e da reacção inflamatória no processo atrófico foi avaliada 
utilizando como indicadores, respectivamente, a actividade da enzima lisossómica N-
acetilglucosaminidase (NAG) [173] e das calpaínas (proteases intracelulares não-
lisossomais activadas pela perda da homeostasia do Ca2+ [22, 109]) e da 
mieloperoxidase (MPO), uma enzima do sistema de defesa dos neutrófilos envolvida na 
geração do potente agente oxidante ácido hipocloroso [17, 26, 42, 104, 262]. Apesar dos 
valores basais de actividade destas enzimas serem mais elevados no gastrocnemius 
(tabela 7), foram observados incrementos de actividade da NAG e das calpaínas, 
comparativamente ao grupo controlo, mais elevados no soleus ao longo de uma semana 
de ausência de carga (figuras 36 & 42). Estes resultados foram ainda reforçados pelos 
dados ultraestruturais sugestivos de activação lisossómica nas fibras musculares 
esqueléticas e em algumas células endoteliais (figuras 20 & 21). Estudos prévios [22, 
271] registaram, igualmente, um acréscimo da actividade de enzimas lisossómicas em 
várias condições atróficas. O sistema lisossómico é provavelmente activado pela perda 
da homeostasia ao cálcio e pela sua consequente acumulação intracelular [14, 137]. O 
envolvimento das calpaínas na atrofia muscular esquelética parece ser, actualmente, 
inquestionável e, neste contexto, assume diversos papeis [22, 133]. Ao contrário das 
enzimas lisossómicas, as calpaínas contribuem para a degradação de proteínas 
citosólicas [22, 133, 254, 271]. A activação destas proteases foi verificada na necrose 
associada a distrofias musculares [22, 243] e parece também estar envolvida na 
regulação da expressão genética em condições atróficas, dado promoverem a quebra de 
alguns factores de transcrição e assim, modularem a sua actividade transcripcional [22, 
260].  
A actividade da MPO apresentou valores absolutos mais elevados no gastrocnemius 
(tabela 7) tendo igualmente sido observadas variações, relativas ao controlo, mais 
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acentuadas neste músculo (figura 37). Adicionalmente, e considerando o período em 
estudo, a actividade máxima desta enzima verificou-se às 24 horas no gastrocnemius e 
às 48 horas no soleus (figura 37). Estes resultados sugerem que a resposta inflamatória 
assume particular preponderância na atrofia do músculo de contracção rápida analisado, 
e precede no tempo a do músculo soleus. Através da análise ultraestrutural, foram 
detectados sinais de infiltração fagocítica, também às 24 e 48 horas de suspensão do 
membro traseiro no gastrocnemius e soleus, respectivamente (figuras 22, 23 & 24). Estes 
dados sugerem que os músculos analisados foram acometidos por células inflamatórias 
que geralmente participam na remoção dos detritos celulares, permitindo assim a 
consequente reparação muscular [14, 267]. À semelhança do descrito para a sobrecarga 
muscular induzida pelo exercício, as células inflamatórias podem também contribuir para 
a degradação e subsequente necrose segmentar de algumas fibras, atendendo aos 
efeitos citotóxicos dos seus componentes que são libertados para o espaço intersticial 
[267]. O sinal subjacente à activação desta resposta inflamatória no músculo esquelético 
em condições de microgravidade simulada permanece, no entanto, por esclarecer. 
Belcastro et al. [26] sugeriram que no músculo esquelético submetido a exercício, a  
mieloperoxidase poderá ser activada pelas calpaínas e/ou por fragmentos resultantes da 
sua acção sobre as proteínas celulares. Talvez no caso da atrofia se verifique uma 
resposta muscular semelhante, embora o perfil de actividade destas enzimas observado 
no nosso estudo (figuras 37 & 42) não permita tirar conclusões nesse sentido.  
 
Para suportar os resultados obtidos para o índice apoptótico e com a finalidade de 
elucidar possíveis vias apoptóticas que culminam na quebra internucleossomal do DNA, 
determinou-se a actividade das caspases-3 e -8. Os resultados indicam uma actividade 
máxima da caspase-3 às 12 horas de suspensão do membro traseiro no músculo soleus, 
que precede o pico do teor em mono- e oligonucleossomas observado no grupo 
experimental 24HS. No gastrocnemius, o teor máximo de fragmentos internucleossomais 
citosólicos de DNA coincidiu no tempo com a actividade máxima da caspase-3, o que 
sugere que neste músculo a resposta apoptótica é activada mais precocemente. A 
caspase-3 está envolvida na proteólise de inibidores de endonucleases activando assim a 
CAD (caspase activated DNase), responsável pela fragmentação internucleossomal do 
DNA [2-4, 78, 80, 141]. Paralelamente, a caspase-3 inactiva a PARP (poly (ADP-ribose) 
polymerase) e proteínas cinases DNA-dependentes, duas importantes enzimas de 
reparação de DNA. Assim, o efeito combinado da activação da CAD e da inibição das 
enzimas de reparação do DNA contribui para a degradação desimpedida do DNA 
genómico observada durante a apoptose [4, 141]. Os dados apresentados neste trabalho 
sugerem que a activação desta enzima proteolítica poderá estar parcialmente associada 
à degradação de proteína muscular e à redução de massa muscular observada nas fases 
iniciais do processo atrófico. Mais ainda, a coincidência temporal entre o pico de 
actividade da caspase-3 (figura 30) e a proliferação máxima de células satélite (tabela 1) 
observada no músculo gastrocnemius após 6 horas de ausência de carga suporta, pelo 
menos em parte, as observações intrigantes de Ruest et al. [219] que defendem a 
hipótese de que a activação da caspase-3 é exclusiva de músculos embrionários e 
regenerativos. No entanto, não se conhecem estudos que defendam a ocorrência de 
processos de regeneração muscular associados a estímulos atróficos.  
 
São várias as vias celulares que podem activar esta caspase “executora”. Uma envolve 
os “receptores de morte” existentes à superfície da célula, que por sua vez activam uma 
cascata de eventos que tem a caspase-8 como a protease “iniciadora” [2, 43, 58, 76, 127, 
274]. A outra via envolve a mitocôndria e é iniciada pela libertação do citocromo c para o 
citosol [2, 3, 5, 30, 43, 50, 103, 127, 263]. A alteração da permeabilidade mitocondrial 
induzida pela apoptose é controlada pela família de proteínas reguladoras Bcl-2 [3, 5, 30, 
52, 55, 61, 115, 162, 178, 263, 281]. Os membros anti-apoptóticos desta família (como 
por exemplo Bcl-2 e Bcl-XL) actuam primariamente na supressão da libertação do 
citocromo c para o citosol. Em oposição, os membros pró-apoptóticos (como por exemplo 
o Bax e Bid) favorecem o efluxo do citocromo c e potenciam a disfunção mitocondrial [3, 
55, 62, 162, 178, 263]. Pelo acima referido, a monitorização da actividade da caspase-8 
foi efectuada para avaliar a contribuição da via extrínseca na activação da apoptose em 
condições atróficas. A razão Bax-Bcl-2 foi escolhida como indicador da via intrínseca. Os 
resultados destes marcadores sugerem claramente que ambas as vias contribuem para a 
ocorrência de apoptose nas condições atróficas impostas. Alway et al. [11] também 
sugeriram que a degenerescência muscular induzida pela desnervação é devida à 
apoptose atendendo ao aumento significativo da actividade da caspase-8 e dos níveis de 
Bax que verificaram nestas condições. Os resultados apresentados nas figuras 29 e 30 
sugerem que nas condições de microgravidade estudadas, o receptor de morte celular 
terá sido activado dado que a actividade da caspase-8 espelhou a actividade da caspase-
3 com um valor máximo no grupo 6HS e 12HS no gastrocnemius e soleus, 
respectivamente. Assim, pode-se especular que a caspase-8 terá contribuído para a 
degradação mionuclear no soleus e gastrocnemius por activação de caspases efectoras. 
Estes resultados apontam claramente para o envolvimento de factores extrínsecos 
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intersticiais, provavelmente associados com o factor de necrose tumoral α, na activação 
da apoptose muscular esquelética nas fases iniciais da suspensão do membro traseiro [4, 
27, 116]. Mais ainda, a caspase-8 pode iniciar outra cascata do processo apoptótico [4, 
27]. A caspase-8 amplifica a cascata proteolítica por quebra do factor citoplasmático Bid, 
um membro pró-apoptótico da família Bcl-2, num pequeno fragmento de 15KDa 
designado Bid truncado (tBid). O tBid desloca-se, então, do citosol para a mitocôndria 
onde se liga ao Bax e induz a libertação do citocromo c [4, 27, 43]. Benchoua et al. [27] 
também sugeriram que a caspase-8 pode actuar como uma caspase executora ao nível 
do núcleo. Com base num modelo de isquemia aguda, estes autores demonstraram que 
em células apoptóticas a caspase-8 desloca-se para o núcleo onde cliva a PARP-2, um 
membro da família poly (ADP-ribose) polymerase, envolvida na reparação do DNA. 
Assim, a caspase-8 poderá ser vista não só como uma caspase iniciadora mas também 
como uma protease amplificadora e efectora. Estes múltiplos papéis da caspase-8 
parecem assumir maior importância no soleus uma vez que o incremento de actividade 
desta enzima foi mais evidente neste músculo (figuras 29 & 30). 
Os mecanismos pelos quais a família de proteínas Bcl-2 regula a libertação do citocromo 
c da mitocôndria não se encontram totalmente esclarecidos. No entanto, a razão Bax-Bcl-
2 é apontada como um factor determinante na libertação do citocromo c para o citosol [3, 
4, 30, 43, 127, 178, 235, 281]. Pensa-se que a regulação da apoptose por esta família de 
proteínas ocorre primariamente ao nível da membrana externa mitocondrial e envolve a 
permeabilização mitocondrial ou a sua prevenção [127, 178, 281]. O Bax é capaz de 
formar estruturas oligoméricas de grandes dimensões que permitem a passagem de 
proteínas com, pelo menos, o tamanho do citocromo c (~12KDa) bem como a dissipação 
do potencial de membrana mitocondrial iniciando assim a via apoptótica controlada pela 
mitocôndria [79, 178, 281]. Nas condições experimentais consideradas no nosso trabalho, 
a razão Bax-Bcl-2 aumentou no músculo soleus e apresentou o seu valor máximo às 6 
horas após a suspensão dos animais (figura 31). Esta tendência deveu-se, 
essencialmente, ao aumento da expressão da proteína pró-apoptótica Bax, o que está de 
acordo com os resultados de Adams et al. [3] que também verificaram uma alteração no 
balanço entre os factores anti- e pró-apoptóticos no sentido pró-apoptótico. Este efeito 
está possivelmente associado ao rearranjo de proteínas na membrana externa 
mitocondrial que permite o efluxo de citocromo c [178]. Uma vez no citosol, o citocromo c 
activa a cascata de eventos que culminam na activação da caspase-3 [3, 4, 30, 43, 204, 
281]. No gastrocnemius, a expressão de Bax aumentou até às 12 horas de 
microgravidade simulada, embora como a expressão de Bcl-2 neste músculo seguiu a 
mesma tendência, a razão Bax-Bcl-2 diminuiu até às 48 horas de suspensão do animal 
(figura 32). Estas observações sugerem que a via mitocondrial é particularmente 
importante na indução da apoptose em condições de microgravidade simulada no 
músculo oxidativo soleus. 
 
A indução da apoptose também pode ser mediada por um processo celular independente 
da activação de caspases [4, 30, 112, 116, 280]. Especificamente, a proteína mitocondrial 
intermembranar, factor indutor da apoptose (AIF), é libertada para o citosol e é 
transportada para o núcleo onde, em colaboração com a EndoG, promove a 
fragmentação do DNA [4, 30]. Esta constitui-se como uma via alternativa e mais directa 
de indução da morte celular. A elevada actividade apoptótica desta flavoproteína foi 
descrita em vários tecidos, nomeadamente no músculo esquelético [4, 30]. Os resultados 
obtidos relativamente às alterações da expressão desta proteína ao longo de uma 
semana de microgravidade simulada evidenciam um incremento significativo do seu teor 
no músculo soleus de animais do grupo 24HS, enquanto que no gastrocnemius 
observou-se uma elevação gradual da expressão de AIF (figura 33). A expressão máxima 
da proteína AIF no soleus foi observada no mesmo momento ao qual foi registado o teor 
mais elevado de mono- e oligonucleossomas na fracção citosólica. Estes resultados 
sustentam a hipótese do envolvimento do AIF na fragmentação do DNA. O facto da 
expressão máxima do AIF ocorrer posteriormente ao pico de expressão do Bax, da razão 
Bax-Bcl-2 e de actividade das caspases-3 e -8 suporta a teoria recente de que a 
libertação do citocromo c deve ocorrer antes da libertação de AIF e EndoG do espaço 
intermembranar mitocondrial, processo este que parece envolver a activação de 
caspases [4]. O envolvimento da mitocôndria na apoptose parece ser bastante complexo 
e ainda pouco claro. No gastrocnemius, a expressão do AIF apresentou algumas 
semelhanças com o perfil do índice apoptótico e da razão Bax/Bcl-2. No entanto, o soleus 
foi o músculo que evidenciou alterações mais acentuadas na expressão da proteína AIF o 
que poderá estar relacionado com o facto deste músculo oxidativo apresentar uma maior 
densidade mitocondrial. Estes dados bioquímicos são suportados pelas evidências 
ultraestruturais de swelling mitocondrial (figuras 16 & 18), provavelmente, tradutor de um 
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial [30].  
 
A proteína supressora tumoral p53 tem sido envolvida na regulação da transdução de 
sinal apoptótico [172, 235]. O p53 foi inicialmente identificado como o “guardião do 
genoma” com base na sua capacidade de mediar a paragem do ciclo celular em G1 após 
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a lesão do DNA [98, 195]. Actualmente, sabe-se que o p53 actua em vários processos 
celulares incluindo em checkpoints do ciclo celular, reparação do DNA, senescência, 
angiogênese, manutenção da integridade genómica e apoptose [52, 98] em resposta a 
uma variedade de insultos (hipoxia, choque térmico, lesão física entre outros) [85]. Estão 
especialmente bem descritas duas respostas celulares à activação do p53: a paragem do 
ciclo celular e a apoptose. A prevalência destas respostas depende do tipo de célula e do 
ambiente [85]. O envolvimento do p53 na paragem do ciclo celular procede pela indução 
de p21, um inibidor da acção das Cdks (cyclin-dependent kinases) [85]. O p21 é regulado 
por degradação proteassomal durante o ciclo celular [195]. No músculo esquelético, o 
p21 assume particular atenção pelo seu papel regulador no crescimento e diferenciação 
muscular [126]. No controlo da progressão do ciclo celular, dois complexos reguladores 
assumem particular destaque: (i) o complexo formado pelas ciclinas/cinases dependentes 
das ciclinas (Cd/Cdks) que promovem a progressão do ciclo celular; (ii) os inibidores das 
Cd/Cdks que reprimem a progressão do ciclo celular [126, 195]. Em contraste, o 
mecanismo pelo qual o p53 promove a apoptose é menos claro embora vários estudos 
indiquem que o p53 promove a expressão de vários genes envolvidos na apoptose, 
incluindo os que codificam os receptores de morte e os membros pró-apoptóticos da 
família Bcl-2 [52, 85, 98]. A activação da apoptose pelo p53 pode também envolver a 
destabilização lisossomal. A libertação de enzimas lisossomais podem causar lesão 
mitocondrial com consequente libertação do citocromo c [282]. O facto de a activação dos 
lisossomas, geralmente associada a processos de autólise [14, 263], poder também 
ocorrer ligada à apoptose [282], reforça a teoria da aponecrose [95], embora os 
resultados do nosso estudo (actividade da NAG) não sejam conclusivos nesse sentido. 
Na maioria dos casos, a apoptose induzida pelo p53 decorre, posteriormente, por 
activação da libertação mitocondrial do citocromo c e consequente activação das 
caspases [52, 98]. Embora a maioria dos efeitos do p53 se reportem à sua função como 
factor de transcrição, alguns estudos sugerem que esta proteína também pode induzir a 
apoptose independentemente de nova síntese proteica [52, 98]. No entanto, parece que a 
actividade não transcripcional do p53 desempenha essencialmente um papel auxiliar, 
potenciando a morte celular mediada por esta proteína [98]. Os resultados apresentados 
na figura 34 evidenciam uma acentuada indução da expressão da proteína p53 no 
músculo soleus, mais acentuada ao final de 24 horas de microgravidade simulada. Esta 
tendência relaciona-se com a expressão das proteínas pró-apoptóticas Bax e AIF e com 
a fragmentação do DNA avaliada pelo índice apoptótico, reforçando claramente a 
activação da via mitocondrial na apoptose induzida pela suspensão do animal. No 
gastrocnemius o envolvimento do p53 não foi tão convincente pois apesar de se ter 
detectado um aumento da sua expressão, este não foi significativo (figura 34). 
Inesperadamente, a expressão da proteína p21 neste músculo apresentou diminuições 
significativas ao longo de uma semana de ausência de carga. Atendendo ao perfil dos 
parâmetros apoptóticos analisados, seriam de prever alterações mais acentuadas da 
expressão desta proteína inibidora da progressão do ciclo celular no soleus. De uma 
forma geral, os resultados sugerem que os mecanismos apoptóticos afectam 
predominantemente o músculo soleus constituído quase exclusivamente por fibras tipo I. 
Recentemente, Machida e Booth [172] constataram que o aumento da expressão de 
proteínas sinalizadoras da apoptose como o p53, JNK, p38, MAPK e GADD45 (DNA 
damage-inducible 45) induzida por 10 dias de imobilização está limitada ao músculo de 
contracção lenta soleus, não tendo observado alterações no músculo de contracção 
rápida vastus lateralis. À semelhança do constatado no presente estudo, estas alterações 
não se correlacionaram com o grau de atrofia, avaliado pela diminuição de massa 
muscular, que foi semelhante em ambos os músculos analisados. Assim, o papel da 
apoptose na regulação da remodelação muscular em resposta a estímulos atróficos é, 
aparentemente, condicionado pelas características fenotípicas do músculo esquelético 
em estudo. 
 
A diminuição de massa muscular que caracteriza a atrofia muscular é acompanhada por 
um acentuado desequilíbrio proteico como constatado no presente estudo (tabelas 2 & 3). 
A forma como esta instabilidade proteica é atingida e qual o seu impacto nas proteínas 
musculares ainda permanece pouco compreendida. A deterioração muscular poderá 
resultar da redução de síntese proteica, do aumento da proteólise ou da alteração 
simultânea de ambos os processos [140, 160]. Haddad et al. [121] observaram um 
acentuado desequilíbrio proteico no soleus de animais submetidos a isolamento da 
espinal medula que, segundo os mesmos autores [120], poderá ser atribuído a uma 
diminuição gradual e selectiva de proteínas miofibrilares. Este decréscimo de 
concentração proteica poderá ser atribuído, segundo Fluckey et al. [94], a uma 
diminuição da síntese proteica avaliada pela incorporação de aminoácidos marcados 
radioactivamente. Os resultados do nosso estudo, apresentados na figura 38, sugerem a 
ocorrência de instabilidade proteica induzida pela ausência de carga, uma vez que a 
oxidação das proteínas musculares, avaliada pelo teor em grupos carbonilos, aumentou 
em ambos os músculos esqueléticos estudados. Esta fragilidade proteica poderá estar 
associada à estimulação da proteólise durante a atrofia e parece envolver vários 
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processos celulares. Neste sentido, vários marcadores bioquímicos foram doseados ao 
longo de uma semana de ausência de carga. Os lisossomas constituem um importante 
componente da maquinaria degradativa das células dos mamíferos [21, 24, 100, 181]. 
Estas vesículas rodeadas por membrana contêm proteases, glicosidases, lipases, 
nucleases e fosfatases [21, 24, 35, 181, 205]. As catepsinas são as principais proteases 
lisossomais [24]. As catepsinas lisossomais, nomeadamente a catepsina B, podem 
também actuar como indutores da apoptose, tanto da via dependente como da via 
independente das caspases [43, 166]. A lise do membro pró-apoptótico da família Bcl-2, 
Bid, constitui um possível mecanismo pelo qual a catepsina B pode activar a via 
mitocondrial da apoptose [43], à semelhança de um dos mecanismos descritos para a 
caspase-8. Estas proteases existem geralmente em reduzida concentração nos tecidos 
com um baixo turnover proteico como é o caso do músculo esquelético [24]. Os músculos 
oxidativos de contracção lenta exibem, geralmente, níveis mais elevados de catepsinas 
do que os músculos glicolíticos de contracção rápida [24]. Adicionalmente, muitas 
hidrolases lisossomais não proteolíticas foram identificadas no músculo esquelético, 
incluindo a N-acetilglucosaminidase (NAG), a β-glucosidase, a fosfatase ácida entre 
outras [21, 24]. Inclusivamente, foi verificado que a actividade lisossomal aumenta no 
músculo gastrocnemius após 3 e 4 semanas de imobilização [21]. Evidências 
ultraestruturais (figuras 20 & 21) e bioquímicas (figura 36) da participação deste sistema 
proteolítico na resposta atrófica induzida pela suspensão do animal no nosso estudo, 
foram encontradas em ambos os músculos analisados. O gastrocnemius, apesar de ter 
sido o músculo que apresentou níveis basais de actividade da NAG mais elevados, foi o 
que apresentou menores alterações deste marcador lisossómico decorrentes do estímulo 
atrófico aplicado. 
Embora o aumento da actividade lisossomal tenha sido observado em várias condições 
atróficas [21, 22, 271], esta não parece contribuir significativamente para a degradação 
das proteínas citosólicas [22]. Esta via celular parece actuar em coordenação com a via 
dependente da ubiquitina-proteassoma, com as calpaínas ou com ambas em diferentes 
condições de deterioração muscular [24, 100, 156, 181]. A maioria da proteólise 
intracelular envolve o sistema ubiquitina-proteassoma [48, 208]. Este sistema caracteriza-
se pela acção concertada de enzimas que ligam o cofactor polipeptídico ubiquitina a 
proteínas, assinalando-as para serem degradadas [48, 208, 213]. Esta via também tem 
sido envolvida noutros fenómenos celulares; por exemplo, o proteassoma está envolvido 
na proliferação celular por controlar a degradação proteassomal de ciclinas, Cdks e seus 
inibidores [195, 283]. A sua ligação à apoptose está relacionada com a capacidade de 
degradar proteínas pró- e anti-apoptóticas [195]. No sentido de avaliar a contribuição 
desta via proteolítica no processo atrófico avaliou-se a expressão da ubiquitina em ambos 
os músculos estudados, embora a sensibilidade do método escolhido não tenha sido 
suficiente para a detecção desta proteína em amostras de soleus, as quais possuíam 
uma menor concentração proteica comparativamente ao gastrocnemius. A figura 39 
evidencia elevações significativas da expressão deste cofactor, cujo teor duplica após 
uma semana de microgravidade simulada. Estas observações confirmam o envolvimento 
desta via proteolítica no processo de deterioração muscular subjacente à atrofia muscular 
esquelética, à semelhança do verificado por outros autores [136, 213, 238, 277]. No 
entanto, estes e outros autores verificaram que o sistema ubiquitina-proteassoma não é 
capaz de degradar miofibrilas intactas, um importante alvo de degradação proteica em 
condições de ausência de peso [20, 22, 56, 136, 207, 208, 213]. As proteínas 
musculares, como a actina e a miosina, são então libertadas do sarcómero por um 
mecanismo que envolve o Ca2+/calpaínas antes de serem degradas pelo proteassoma 
[22, 23, 207]. Assim, as calpaínas podem ser descritas como iniciadoras da degradação 
miofibrilar e o proteassoma como o sistema envolvido na remoção dos fragmentos 
miofibrilares para reciclagem dos aminoácidos [22, 108]. No processo de deterioração 
muscular, o local preferencial da acção proteolítica das calpaínas parece ser a linha Z, 
uma densa rede multi-proteica localizada em ambos os lados do sarcómero. A activação 
das calpaínas está associada a vários fenómenos celulares. Dados mais recentes 
sugerem que outra protease, a caspase-3, também pode contribuir para a atrofia 
muscular [80, 207]. A activação de uma ou de ambas as proteases é requerida para a 
bem sucedida degradação proteolítica dos miofilamentos durante o desuso muscular 
[207]. Alguns estudos sugerem que a caspase-3 pode desempenhar um papel importante 
na proteólise muscular durante a atrofia induzida pela diabetes ao promover a 
degradação de complexos de actomiosina [80, 207]. Este aumento de actividade da 
caspase-3 observado em condições atróficas parece resultar do aumento da actividade 
da caspase-8 [207]. A regulação desta protease é complexa e envolve várias vias 
sinalizadoras interrelacionadas. Neste sentido, as espécies reactivas de oxigénio 
parecem intervir, tanto na activação da via do retículo endoplasmático (que envolve a 
caspase-12) como na indução da via da mitocôndria (por activação da caspase-9) [207]. 
Como já acima referido, a atrofia induzida por microgravidade simulada activou de forma 
significativa a caspase-3 em ambos os músculos estudados (figuras 29 & 30). A caspase-
3 parece assumir, desta forma, um papel duplo dado o seu envolvimento em processos 
proteolíticos e de morte celular.  Atendendo ao perfil de actividade das calpaínas ao longo 
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de uma semana de suspensão do animal (figura 42), estas proteases parecem assumir 
um papel de destaque no processo de deterioração muscular particularmente no músculo 
oxidativo soleus. Estas diferenças tão acentuadas no perfil de actividade entre os dois 
músculos estudados não reflecte o observado para a actividade da caspase-3, o que 
sugere que, nas condições atróficas avaliadas, as calpaínas não parecem constituir o 
principal mecanismo de activação da caspase-3, principalmente no gastrocnemius. 
O factor nuclear kB (NF-kB) é um factor de transcrição envolvido em vários processos 
inflamatórios e patológicos [21]. Entre os genes alvo do NF-kB constam-se os que dão 
origem às proteínas envolvidas na proteólise muscular [21, 164, 277].  O NF-kB é 
constitutivamente expresso e existe no citosol como parte de um complexo 
heterotrimérico que, tipicamente, compreende as proteínas de ligação ao DNA p50 e p65, 
mais a proteína inibitória IkB [164]. A activação do NF-kB requer a fosforilação e 
subsequente conjugação à ubiquitina e proteólise do IkB pelo proteassoma 26S [6, 22, 
130, 164]. A degradação do IkB pode ser induzida por uma vasta gama de estímulos e 
parece não envolver apenas o proteassoma mas também as calpaínas [22]. Uma vez 
activado, o NF-kB é translocado para o núcleo onde regula a expressão genética, 
dependente do tipo de célula envolvida [164]. Não existe uma única via pela qual o NF-kB 
parece actuar na célula. Estes factores existem como homo- ou heterodímeros de cinco 
proteínas diferentes (p65/RelA, RelB, c-Rel, p50 e p52) [21, 22]. Embora a forma mais 
comum do NF-kB envolva o heterodímero de p50 e p65, uma via alternativa activada pelo 
desuso muscular envolve homodímeros de p50 [21, 22]. A activação transcripcional de 
diferentes complexos de NF-kB está associada à expressão de diferentes tipos ou grupos 
de genes [21]. A via “clássica” que envolve o p65 está associada à perda de proteína 
enquanto que no desuso ou na desnervação, a activação da via NF-kB alternativa que 
envolve o p50 induz a expressão de genes anti-apoptóticos [22, 135]. Os resultados do 
presente trabalho (figuras 40 & 41) não corroboram as observações de Hunter et al. [135] 
dado que não se observaram diferenças significativas na expressão do p50 relativamente 
ao p65 em condições de microgravidade simulada. No caso do gastrocnemius, as 
alterações do teor de p65 espelharam as de p50, enquanto que no soleus só após as 24 
horas de ausência de carga é que se observou uma resposta semelhante. Estes 
resultados sugerem que a activação do NF-kB induzida pela suspensão do animal está 
essencialmente associada à activação de mecanismos proteolíticos, o que está de 
acordo com a maioria dos estudos que indicam uma influência positiva da acção do NF-
kB em direcção à atrofia muscular [44, 134, 140, 277]. Alguns autores sugerem, no 
entanto, que o NF-kB pode ter um efeito benéfico na sobrevivência muscular dado que a 
sua inibição na presença do factor de necrose tumoral (TNF-α) induz a morte celular 
miogénica e pode inibir a proteólise muscular por influenciar negativamente a expressão 
do proteassoma [22]. As interligações entre os vários processos celulares envolvendo o 
NF-kB e os outros factores proteicos acima discutidos, complicam bastante a 
compreensão da resposta atrófica. 
 
A investigação no âmbito da atrofia tem tentado uniformizar o fenómeno, 
independentemente do estímulo iniciador. Dado que, no nosso trabalho, não se 
observaram diferenças significativas no grau de atrofia entre os músculos 
fenotipicamente distintos avaliados, à semelhança do verificado em estudos prévios 
[172], poder-se-ia atribuir à ausência de carga mecânica tónica a responsabilidade 
primária pela atrofia muscular esquelética. Assim sendo, seria de prever que as fibras 
lentas e rápidas fossem sujeitas a um estímulo similar decorrente da redução da 
actividade contráctil [172, 248]. A existência de sensores no músculo para a actividade 
contráctil foi confirmada pela delineação de um sensor metabólico, AMP cinase, que 
monitoriza fosfatases altamente energéticas no músculo esquelético [172, 218], o que 
suporta a teoria que defende a existência de sensores que monitorizam a actividade 
contráctil e enviam mensagens para activar alterações adaptativas na expressão genética 
[172]. No entanto, as fibras lentas são mais recrutadas durante as actividades normais 
pelo que experimentam uma redução relativa maior de actividade contráctil o que poderá 
desencadear um maior stresse [172, 248]. Esta resposta muscular diferencial poderá ser 
explicada pela magnitude da modificação do nível de actividade do músculo, dado que o 
soleus segue uma redução de actividade relativamente acentuada durante a ausência de 
carga comparativamente ao gastrocnemius. Adicionalmente, o gastrocnemius é um 
músculo constituído por um grande teor de isoformas MHC de contracção rápida pelo que 
a transição de um fenótipo lento para rápido ocorre com menor significado [69].  
Apesar do grau de atrofia ter sido similar entre os grupos musculares analisados, os 
resultados sugerem respostas atróficas diferentes consoante os músculos analisados, 
participações temporais diferentes dos mecanismos celulares envolvidos o que sugere 
claramente não existir um padrão geral de atrofia muscular esquelética. 
 
A avaliação dos mecanismos intervenientes no desenvolvimento e progressão da 
resposta atrófica baseou-se na pesquisa de alterações ultraestruturais e no doseamento 
de vários parâmetros bioquímicos que, não sendo específicos das fibras musculares, 
avaliam inevitavelmente a contribuição de outros tipos de células dado que são incluídas 
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nos homogeneizados dos músculos analisados [7, 223, 235, 237]. De facto, as células 
ditas não musculares (células endoteliais, fibroblastos) presentes no músculo esquelético 
enquanto órgão parecem ser altamente sensíveis a alterações da actividade 
neuromuscular e de carga pelo que a regulação da sua sobrevivência ocorre 
paralelamente à da fibra muscular [7, 223, 237].  Assim, neste estudo procedeu-se à 
avaliação da resposta das miofibras e de outras células do tecido muscular a estímulos 
atróficos. A metodologia utilizada centrou-se nos mecanismos celulares como a apoptose 
e a proliferação celular de forma a explicar o desequilíbrio observado entre o teor de DNA 
e a concentração proteica durante a atrofia muscular esquelética induzida por uma 
semana de suspensão do animal. A razão proteína-DNA pode ser utilizada como um 
índice de avaliação do tamanho da fibra muscular dado ser referida na literatura como 
uma medida grosseira do domínio nuclear [120, 192, 245]. Até à data não se conhecem 
trabalhos experimentais que permitam explicar a contribuição temporal da ausência de 
carga nos mecanismos acima referidos. Os resultados obtidos neste estudo reforçam a 
existência de alterações homeostáticas acentuadas no gastrocnemius durante a primeira 
semana de ausência de carga. 
Atendendo ao perfil do teor de proteína-DNA apresentado na figura 43, podem-se 
considerar 3 fases no procedimento experimental: a primeira até às 6 horas de 
suspensão do membro traseiro, a segunda fase corresponde à recuperação da razão 
proteína-DNA para valores controlo, isto é, até às 48 horas e a última fase caracteriza-se 
por um aumento consistente embora moderado deste parâmetro. De acordo com o 
trabalho de Darr e Schultz [66], o teor de proteína relativizado à massa muscular não 
apresentou alterações significativas durante a resposta atrófica. Assim sendo, assume-se 
que a perfil da razão proteína-DNA reflecte essencialmente as variações da quantidade 
de DNA por massa muscular no gastrocnemius.  
Atendendo às primeiras horas de ausência de carga, o aumento acentuado da razão 
proteína-DNA poderá ser explicado por uma redução acentuada de DNA. Esta diminuição 
do teor de DNA poderá estar relacionada com a redução total de mionúcleos [183, 284]. 
Efectivamente, os dados apresentados na figura 28 corroboram esta conjectura uma vez 
que é notório um intenso pico de actividade apoptótica às 6 horas de ausência de carga.  
Estes resultados suportam o conceito de que a apoptose constitui o mecanismo 
responsável pela eliminação de mionúcleos das miofibras atróficas [7, 120]. 
Paralelamente a estes acontecimentos catabólicos, verifica-se uma acentuada actividade 
de proliferação celular (figura 44), possivelmente representativa de uma resposta de 
feedback negativo. Esta actividade proliferativa apresenta diferentes padrões temporais 
dependentes do tipo de células analisadas. O conceito de resposta de feedback negativo 
é suportado pelo predomínio de células satélite na intensa pool de células proliferativas 
observada às 6 horas de suspensão do membro traseiro (tabela 1). Este período inicial 
de rápida proliferação foi previamente observado na atrofia induzida por desnervação 
[143, 144] e foi também sugerido por Desplanches et al. [73] em condições de 
hipocinesia-hipodinamia. No entanto, a maioria dos estudos com modelos experimentais 
de atrofia muscular esquelética induzida por ausência de carga descrevem uma 
diminuição do número absoluto de células satélite [125, 143, 144, 184, 189, 228]. Esta 
aparente contradição poderá ser explicada pelo facto destes estudos de microgravidade 
simulada terem analisado o processo atrófico ao fim de períodos prolongados de 
ausência de carga [7, 228]. Do nosso ponto de vista, o período experimental ao qual se 
avalia a actividade mitótica parece ser crucial no reconhecimento da activação de células 
satélite em condições atróficas. 
Apesar da ligeira redução da proliferação celular na segunda fase (figura 44), os níveis de 
incorporação de BrdU continuam a ser mais elevados do que no controlo. Contudo, esta 
actividade proliferativa foi mais notória nos núcleos centrais da fibra. De facto, um 
aumento significativo no teor de incorporação de BrdU por estes núcleos foi evidente 
tendo-se observado um valor máximo às 12 horas pós suspensão do membro traseiro 
(tabela 1). Esta observação está de acordo com a noção de que a activação de células 
satélite culmina na adição de núcleos ao sincício da fibra [9, 13, 117] embora continue 
por esclarecer qual o sinal inicial que induz as células satélite a entrar no ciclo 
proliferativo. O número de células intersticiais não-endoteliais em proliferação também 
aumentou durante este período, após ter alcançado um valor mínimo às 6 horas de 
ausência de carga.  
Após 48 horas de microgravidade simulada, a actividade proliferativa aumentou devido à 
duplicação de células intersticiais não-endoteliais, o que está de acordo com estudos 
anteriores [142, 227]. O subsequente aumento de tecido conjuntivo que rodeia os 
capilares intramusculares poderá perturbar o fornecimento sanguíneo às fibras 
musculares, resultando num ciclo vicioso de eventos que potenciam o processo atrófico 
[16, 120, 142]. Adicionalmente, a fibrose intersticial poderá levar a um tipo de condição 
isquémica crónica contribuindo para a progressiva perda de massa muscular [38]. Todos 
os outros tipos de células apresentaram uma diminuição consistente no teor de marcação 
com BrdU por fibra. Relativamente à diminuição da incorporação de BrdU pelas células 
endoteliais, os resultados obtidos suportam os dados previamente assinalados por Fujino 
et al. [99] que apontam para uma remodelação adaptativa da rede capilar induzida por 
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suspensão do membro traseiro. A redução do fluxo sanguíneo induzida pelas condições 
atróficas e pela correspondente diminuição da libertação de metabolitos vasoactivos [174] 
poderá alterar o número, diâmetro e tortuosidade dos capilares [99]. O ajustamento 
estrutural dos capilares para uma configuração rectilínea é uma consequência 
morfológica a considerar no processo atrófico dado que poderá diminuir a capacidade de 
distribuição de oxigénio [99]. Neste sentido, é de considerar a apoptose endotelial como 
um potencial factor contribuidor na remodelação da rede capilar durante a ausência de 
carga [38, 99]. Contudo, pouco é conhecido acerca do acoplamento entre a 
microvasculatura e a diminuição das exigências funcionais, como provavelmente ocorre 
durante a atrofia muscular. A duração das condições de desuso [16, 268], bem como o 
fenótipo muscular esquelético [174, 268], poderão influenciar esta interdependência. 
Atendendo ao perfil de marcação das células satélite com BrdU (tabela 1), parece que 
estas células são mais susceptíveis à morte celular programada após 48 horas de 
suspensão do membro traseiro. Jejurikar et al. [144] também observaram um aumento da 
susceptibilidade das células satélite activadas à apoptose após desnervação, o que 
sugere a ocorrência de uma regulação sincronizada entre a sobrevivência das células 
satélite e o seu suicídio programado. 
 
Em resumo, as acentuadas alterações morfológicas e citológicas observadas durante as 
condições atróficas estudadas, sugerem o envolvimento de processos reguladores por 
feedback entre os mecanismos apoptóticos e proliferativos cujo conhecimento detalhado 
parece merecer estudos experimentais mais minuciosos e direccionados. Adicionalmente, 
o presente trabalho enfatiza a contribuição da população de células não musculares na 
progressão da atrofia induzida pela suspensão do membro traseiro. O comportamento 
peculiar das células intersticiais endoteliais vs. não endoteliais observado, está de acordo 
a descrita diminuição da capilaridade e eventual fibrose intersticial associada ao desuso 
muscular por longos períodos de tempo. Dado que o modelo experimental utilizado neste 
estudo apresenta repercussões semelhantes à situação de acamamento e 
microgravidade em humanos, os resultados extraídos do presente trabalho poderão ser  
extrapolados para humanos, que deverão apresentar respostas celulares semelhantes.  
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Com base nos resultados dos vários marcadores bioquímicos e morfológicos avaliados, é 
possível tirar as seguintes conclusões: 
 
(i) A suspensão pela cauda dos ratinhos, durante uma semana, resultou num 
decréscimo significativo da área de secção transversal das fibras musculares 
e da massa muscular total do soleus e do gastrocnemius, tradutor da 
ocorrência de atrofia muscular esquelética nestes músculos. 
(ii) Várias estratégias celulares e moleculares parecem ter sido utilizadas pelo 
tecido muscular esquelético face às condições impostas de microgravidade 
simulada, merecendo particular destaque os mecanismos proteolíticos e os de 
morte celular. 
(iii) No gastrocnemius, a suspensão dos animais induziu uma conversão das 
características bioquímicas típicas das fibras de contracção lenta para 
características típicas das fibras de contracção rápida. 
(iv) Os indicadores de autólise e de resposta inflamatória, bem como os de 
apoptose, apresentaram variações de actividade ou de expressão ao longo de 
uma semana de suspensão do animal, podendo explicar as adaptações 
celulares observadas na situação em estudo. 
(v) De uma forma geral, os parâmetros bioquímicos de apoptose evidenciaram 
alterações mais proeminentes nos momentos iniciais da suspensão do animal, 
enquanto que os de autólise parecem ter sido activados em momentos 
posteriores da resposta atrófica. 
(vi) Os vários marcadores bioquímicos de apoptose sugerem o envolvimento das 
vias tradicionais, quer da via mitocondrial, quer da via extrínseca, na activação 
da apoptose; contudo, uma via pró-apoptótica independente das caspases, 
também parece intervir na resposta atrófica. 
(vii) O músculo soleus evidenciou uma resposta apoptótica mais proeminente 
comparativamente ao músculo gastrocnemius. 
(viii) O desequilíbrio proteico decorrente do estímulo atrófico parece estar 
associada à activação da proteólise muscular por activação da via lisossomal, 
das calpaínas e do sistema da ubiquitina-proteassoma. 
(ix) Estas vias celulares parecem actuar concertadamente com os mecanismos de 
proliferação celular envolvendo células satélite, células instersticiais 
endoteliais e não endoteliais. 
(x)  A activação dos vários mecanismos celulares difere consoante o músculo 
analisado, sugerindo a não existência de um padrão geral de atrofia muscular 
esquelética. 
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